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Uber den Sauerstoffrest der Proteine. 
Von 


Zdenko Stary. 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der deutschen Université: in Prag 
(Der Redaktion zugegangen am 3V, September 12%.) 


Rechnet man die Ausbeute an Aminosiiuren, die sich aus dem 
Hydrolysat eines Proteins gewinnen libt, auf Aminosiiureradikale 
(—CO—CRH—NH-—) un, so erhiilt man denjenigen Anteil des K1- 
weiBmolekiils, der durch bereits isolierte Aminosiiuren gedeckt ist. 

fr ist geringer als man erwarten miibte: Eine Ausbeute 
von 92°/, Aminosiiuren aus dem Hydrolysat des Zeins entspricht 
nur 76°/, Aminosiureresten im Zeinmolekiil selbst. 91,3 °/, 
Aminosiiuren, aus dem Hydrolysat der Gelatine isoliert, ent- 
sprechen nur 74,8°/, des Gelatinemolekiils. 

Zweifelles fiihrt die Isolierung und Reinigung der Aminosiiuren 
zu Substanzverlust und damit zu niedrigen Werten. Ein Teil des 
Kelilenden besteht sicher aus bereits bekannten und isolierten, 
jedoch nicht in 100°/, iger Ausbente destillierbaren Aminosiiuren. 
Sind aber au8erdem nicht noch andere Bestandteile vorhanden? 

Tatsiichlich sind in den letzten Jahren einzelne Befunde 
mitgeteilt worden, welche auf diese Méglichkeit deutlich hinweisen. 
So hat Brigl*) gezeigt, daB in diesem unbekannten Rest das Ver- 
hiltnis N:O stark zugunsten des Sauerstofis verschoben ist. Wir 
haben spiiter die vollstiindige Klementarzusammensetzung dieses 
unbekannten Eiweibrestes errechnet.*) Ber den meisten Kiweib- 
korpern enthilt er 26—32°/, Sauerstoff, die Summe der isolierten 
Aminosiiuren aber nur 18S—20°/.. Welcher Art die Gruppen sind, 
die im KiweiBmolekiil dieses Plus an Sauerstoff verursaclen, ist 
vollstiindig unbekannt. 

Die Grobe der Differenz im Sauerstofigehalt macht es un- 
wabrscheinlich, daB es sich um Oxyaminosiiuren  handeln 
kénnte. Kher wiire an Kohlehydrate zu denken. Allerdings in 
erheblicher Menge: Be: den meisten Eiweibkérpern wiiren etwa 
10°/, Glukose oder 15°/, Glukosamin zur Deckung des Sauer- 
stoffiiberschusses nétig. Wir haben uns bemiitht bei EKiweibkérpern 
die uns rechnerisch einen besonders grofen Sauerstofiiiberschub 
ergaben, Kohlehydrate nachzuweisen. Diese Versuche blieben 
durchwegs ohne Erfolg. Trotzdem die postulierten Mengen Kohle- 

') Brigl und Held, Diese %s. Bd. 152, S. 230 (1926). 
*) Stary, Diese Zs. Bd. 175, S. 175 (iv28). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXXVI, 
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hydrat die Fehlergrenzen unserer Methoden bei weitem iber- 
schreiten, wurden an den gereinigten Priiparaten niemals nennens- 
werte Mengen von Kohlehydraten nachgewiesen. 

Angesichts dieser vollkommen negativen Resultate fragt man 
sich schlieBlich, ob der Sauerstoffiiberschu8 des nativen Proteins 
im Hydrolysat iberhaupt noch vorhanden ist. Wird der gesuchte 
Sauerstofitriiger durch den immerhin eingreifenden Vorgane der 
Saiurehydrolyse nicht etwa zerstért? Kntstehen bei der Siiure- 
hydrolyse nicht fliichtige Spaltprodukte, die durch Eindampten 
oder ‘l'rocknen des Hydrolysats aus dem Gemisch der Hydrolyse- 
produkte entfernt werden? 

Ks ist klar, daB diese Krage fiir das weitere Vorgehen auf 
diesem Gebiete entscheidend sein mu. Wir haben sie zun 
(xegenstand vorliegender Untersuchung gemacht. 

Die Methodik ergibt sich aus der Fragestellung von selbst: 
Kin Eiweibkérper wird mit Hilfe einer fliichtigen Saure total 
hydrolysiert, das Hydrolysat wird eingedampft in toto zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet, seine Klementarzusammensetzung |e- 
stimmt. Der gefundene Wert ist dann mit der Summe der 
Aminosiureausbeuten zu vergleichen.’ 

Technisch ergaben sich Schwierigkeiten beim Trocknen des Hydrolysats. 
Es entstehen hygroskopische, ziihe Schmieren, die sieh nicht pulverisieren 
lassen. Nach einigen verfehlten Versuchen haben wir das Hydrolysat mit 
der ungefiihr gleichen Menge gewaschener und gegliihter Kieselsiiure ver 
rieben, das hierbei entstandene Pulver zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Als Testsubstanz wurde Gelatine (Goldmarke) verwendet. Die Hydro- 
lyse erfolgte durch 15 stiindiges Kochen mit konz. HCl. Das Hydrolysat 
wurde im Vakuum eingeengt, mit Kieselsiiure verrieben, in einer Reibschale 
in diinner Schicht ausgebreitet und im Vakuum bei 60° bis zur Gewichts 
konstanz getroeknet. 

Resultat: Kin braunes, stark hygroskopisches Pulver, das in Mikro- 
wiigegliischen nach Pregl eingewogen wurde. Kestimmt wurde: Gliihriick 
stand (nach Pregl), Stickstoff (mach Kjeldahl), Kohlenstoff und Wasser 
stoff (nach Liebig, Mikro-Pregl) und Chlor (nach Pregl). S +O ergibt 
sich durch Subtraktion. 

Belege: 

14,23 mg Substanz gaben 8,01 mg Asche, entspr. 56,2°/). 


22,18mg 9 » 12,52mg Asche, ,, 56,3°/. 

58,90mg » 1499mgAgCl,  ,, 3,71 mg Cl = 6,31", 

79,43 mg ” 19,26mg Ag Cl, . 4,76 mg Cl = 599° 

10,15 mg » "9 5,85 mg re = " 15,95 mg C = 15,7°%), 
und 2,74 mg H, ,0, entspr. 0,307 ng H = 3.0 S*.. 


1) Auf 5.186 der vorhergehenden Mitteilung (Bd. 175) ist ein Fehler 
stehen geblieben. Die Elementarzusammens:tzung des Sterinrestes betrigt 
bekanntlich: 41,3°', C, 5,8°/, H, 36,7°/, O und 16,1 ° N. 




















7,00 mg Substanz gaben 


) ‘ Y F RO 
entspr. 8,03 mg N = 5,85°/9 


4,07 mg CO,, 
und 2,06 mg H,O, entspr. 0,230 mg H 
51,84 mg Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 2,165 cem n/10-HCl, 


1) get 
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entspr. 1,110mg C = 15,86°/,. 


, 9g 0 
“ye 


53,70 mg Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 2.160 cem n/10-HCl, 


on! 


3,.02mg N = 5,63°/). 


Die Aminosiiuren lagen in diesem Hydrolysat als 


COOH—CRH—NH, HCI vor. 


valent Chlor ein Aquivalent Wasserstoff in Abzug zu bringen. 


natiirlich der gesamte 


- ° ? ’ 
sniure zuruckgenht, 


a ee ee 


Bei der Berechnung 


Tabe! 


le 1. 


W 


ar also 


salzsaure 
auf ein Aqui- 
AnuBerdem 
Aschengehalt, der anf die Beimengung von Kiesel- 


Salze 








Ks ercibt sich somit: 


Fiir die aschehaltige Substanz 
(Fiir die aschefreie Substanz 
Nach Abzug von 14,1°/, Cl u. 


7 ee: kom 2% 


(Auf aschefreie, salzsiiuretreie 


Substanz bezogen . 


Yur Beantwortunge unserer ky 


=> 


mit der Summe der freien Aminosiiuren, die 


anor?e. 





100,0 


85,0 





100,0 








‘agesteliung 





0 0 
3.16] 5,7 
7,25 113,2 





8,02 


S+0 


0 
0 


74112,75 


29,2 


29,2 





34,1) 


raren diese Zahlen 


bereits 


aus dem 


Gelatinehydrolysat isohert werden konnten, in Beziehung zu setzen. 


ry 
UU 
{ 


C 42,1, 


0 


N 16,9°/, 


O 3 4 c 0 


nter Zugrundelegung von Dakins Ausbeuten ergibt sich fiir 
len bekannten Teil des Hydrolysats: 


H 7,40° 


Stellt man die Zahlen, die sich auf diesen verschiedenen 
Wegen erhalten lassen, zusammen, so ergibt: 


es me ame 


Tabelle 


9 


ade 





A. Bei der nicht hydrolysierten Gelatine 








0 0 0 

0 0 0 ) 
Fiir die Gelatine im Ganzea 5O,OL] 6,83 | 17,99] 25,17 
liir den bekannten Aunteil 51,20] 6,77 | 20,00] 22,10 
Fiir den unbekannten Anteil | 46,30] 7,05 | 12,00] 84,54 
; , C H N S+0 

B. Beim Hydrolysat der Gelatine en ‘4 

’ , 0 

Fiir das Hydrolysat im Ganzen . . 42,4 8,02 15,5 34,1 


seinen bekannten Anteil 
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Man ersieht hieraus: 

a) Kine Inkongruenz zwischen dem bekannten und dem 
unbekannten Anteil der nicht hydrolysierten Gelatine. Der 
unbekannte Anteil ist reicher an Sauerstoff, irmer an Stickstof 
als die Summe der Aminosiuren. 

b) Kine auffallende U bereinstimmung zwischen dem he- 
kannten und dem unbekannten Anteil des Hydrolysats der 
Gelatine. Im Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoft ist die Uberein- 
stimmung fast theoretisch. Im Stickstoff eine Differenz. Letztere 
vorwiegend wohl darin begriindet, da® Diaminosiuren heute weit 
genauer bestimmt werden kénnen als Monoaminosiuren. 

Der SauerstoffiiberschuB der Gelatine ist durch die 
Hydrolyse somit vollstindig verloren gegangen, Er kann 
nicht auf KiweiBbausteine zuriickgehen, welche die Hydrolyse mit 
Salzsiiure und das darauf folgende Trocknen vertragen. Auch die 
Oxyaminosiiuren und Kohlehydrate der bekannten biologisch vor- 
kommenden, priiparativ nachgewiesenen Formen werden durch die 
Siiurehydrolyse sichevlich nicht in dem AusmaB in fliichtige Ver- 
bindungen zerlegt, daB sie hier in Betracht kommen konnten. 
Ks muB sich vielmehr um sauerstoffreiche Gruppen han- 
deln, die bei der Siurehydrolyse und beim Trocknen des 
Hydrolysats freigesetzt und verfliichtigt werden kénnen. 

Man denkt natiiriich zuniichst an das Freiwerden von Kohlensiiure. 
Schon svinerzeit heben wir jedoch darauf hingewiesen, daB die bei der 
Siiurehydrolyse aus KiweiBkérpern freiwerdende Kohlensiiuremenge nur ge- 
ring ist. Sie reicht bei weitem nicht aus, um den gefundenen Sauerstoti- 
iiberschuf zu decken. 

Dagegen ware die Anwesenheit von Wasser im Protein in 
Betracht zu ziehen. Beziehungsweise: Anwesenheit sauerstoff- und 
rasserstofihaltiger Gruppen, die bei der Saéurehydrolyse mit zur 
Sprengung der —CO—NH-Briicke verwendet werden. Hydrolysen- 
wasser selbst ist im nativen Protein wohl auszuschlieBen; die Anzahl 
der nachweisbaren —NH, und -COOH-Gruppen miiBte unverhiiltnis- 
miBig héher sein. Auch eine rein physikalische Bindung des 
Wassers im nativen Protein kommt nicht in Frage. Unser Gela- 
tinepriparat blieb auch bei wochenlangem Aufenthalt im Vakuum 
bei 100° yollig gewichtskonstant. 

Natiirlich bestehen auBer physikalischer Bindung des Wassers 
und Hydrolyse an der Siiureamidbriicke noch andere Méglichkeiten 
der Bindung yon Wasser im Eiweifmolekiil. Auf ihre Diskussion 
soll vorderhand mangels weiterer experimenteller Belege nicht 
eingegangen werden. 




















Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
11. Mitteilung.') 


Uber das Hamoglobin des Menschen. 
Von 
Felix Haurowitz. 


Mit 2 Figuren im Text und auf Tafel II, 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1929.) 


I. Das Hamoglobin des erwachsenen Menschen. 


In den Hand- und Lelrbiichern der physiologischen Chemie 
findet man zablreiche Analysen tierischen Blutfarbstoffes, aber keine 
Augaben iiber die plhysikalischen und chemischen EKigenschaften 
menschlichen Hamoglobins. — Herr Prof. Zeynek hat mich auf 
diese Liicke unserer Kenntnis vom blutfarbstoff aufmerksam ge- 
macht und die vorliegende Untersuchung angeregt. 

Menschliche Hiimoglobinkrystalle sind schon hiiufig im mikroskopischen 
Priiparat gesehen und beschrieben worden’). Thre Reindarstellung in gréBeren 
Mengen scheiterte an der groben Zersetzlichkeit ces menschlichen Hiimo- 
globins (Zersetzungszeit nach v. Kriiger etwa 1 Minute), an der geringen 
Tendenz zur Krystallisation und den geringen vom Einzelindividuum zur 
Verfiigung stehenden Mengen. 

Die Darstellung zur Analyse geniigender Mengen menschlichen 
Himoglobins gelang auf folgendem Wege: 1. Abzentrifugieren der 
Erythrocyten aus Citratblut, 2. dreimaliges Waschen mit 1°), 
NaC]-Lésung, 8. Himolyse und Abtrennung der Stromata mit 
Toluol nach Heideiberger®*), 4. Befreiung von Salzen durch 
Dialyse gegen eisgekiihites destilliertes Wasser und 5. Kinengung 
der salzfreien Hb-Lésung durch Ausfrieren des Wassers. 

') 10. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 183, S. 78 (1929). 

*) Preyer, die Blutkrystalle (Jena 1871); vgl. bes. Hiifner, Diese Zs. 
Bd. 4, S. 382 (1880). 

*) Heidelberger, Jl. of Biol. Chem. Bd. 53, S. 34 (1922). 


















142 Felix Haurowitz. 


~ 


Bemerkungen zur Darstellunesiethodik. — Die Hiimolys 
mit Toluol nach Heidelberger hat sich im Lanfe mehrerer Jahre (vu! 
5.—10. Mitt.) ausgezeichnet bewiihrt. Zur vollkommenen Hiimolyse uy 





Befreiung von Stroma ist allerdinys mehrtiivige Einwirkung des Voluo! 
notwendig. Durch Schiitteln des eisgckiihlten Ansatzes anf der Schiitte! 
maschine kann diese Zeit wesentlich verkiirzt werden. — Erfahrungen be} 


Darstellung tierischer Hb-Krystalle hatten gelehrt, dab Entrernung der Salz 
die Krystallisation wesentlich erleichtert. Daher wurde bis zur Cl-Preiheit 
gegen eisgekiihltes destilliertes Wasser in kiiuflichen Fisehblasen dialysiert. 

Die salzfreie Hb-Lésung wurde in Zentrifugengiisern bei — 2° bis — 4° im Freiey 
ruhig stehen gelassen. Es friert dabei au den Vi 
keitsoberfliche allmihlich [b-armes Eis aus. Die 


inden und an der fliissig- 
Eisdecke wird durchstoben. 


die konzentrierte Hb-Lésung in ein neues Glas gegossen und der Vrozeti 
wiederholt. Starke Kilte und Erschiitterungen stéren diesen Prozeb, tid 





sie zum Erstarren der ganzen Fliissigkeit fiihren. Nach dreimaligem A 
frieren des Wassers wurde die Abscheidung eines dunklen Bodensatzes 
sichtbar, der sich unter dem Mikroskop als krystallisiertes Hiimoglobin 
erwies. Das Eis wurde durch Stehenlassen bei Zimmertemperatur aufyetaut, 
dann die eiskalte Lésung schnell zentrifugiert und von den Blutfarbstoff 
krystallen abgegossen. Aus 100 cem Blut wurden auf diese Weise 0,44 ¢ 
(trocken) Krystalle erhalten, ferner 15 cem einer 26°/, Hb enthaltenden 
Mutterlauge. 

Beschreibung der Krystaille (siehe auch Fig. 2 auf Tafel Il). 
Herr Dr. W. M. Zartner, Assistent am mineral -petrogr. Institut 
der Prager deutschen Universitit hatte die Gitte, die Krystalle zu 
untersuchen. [hm sei auch an dieser Stelle bestens gedankt. 
Herr Dr. Zartner fand: 

»Morphologisch sind es schart umrissene rechteckige rlioi- 
bische Tafeln bis maximal }/, mm Liinge und !/, mm Breite 
In der Richtung der C-Achse sind sie oft 2—6mal so lang als 
breit. Seltener bemerkt man Tafeln mit Nadeltorm von 3. nun 
Liinge und nur 1 w und weniger Breite. Die Gabelung, die m: 
oft an den Enden beobachtet, ist auf ein rascheres Eckenwachstum 
zuriickzufiihbren. Beobachtete Flichen: 100, 010, 001. — @ licst 
in der Liingsrichtung. Auf 100, der Tafelfliche, tritt die Mittel- 
limie y aus. 4 und #|| 010. Wenn 7 = 2:,, so ist der optische 


Charakter positiv. — 2 V = sehr gro’. — Der Pleochroismus 1st 














sehr stark und zwar in der Richtung der (- Achse blaBrétlich,senkrecht 
dazu deutlich rosarot. Nach der internat. Radceschen Farben- 
skala sind die Farben fiir ¢ um 26 purpur m, 6 um 26 purpur 
s. Absorptionsschema ¢ > b* 

Chemische Analyse. C und H wurden naeh Pregl’) bestimmt, 
N nach Kjeldahl, Fe nach der bereits beschriebenen Methode?) als Fe,0 








1!) Pregl, Organische Mikroanalyse, Berlin 1923. 
'’ Haurowitz, Diese Zs. Bd. 136, Ss. 147 (1924). 
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cewogen. Zur S-Bestimmung wurde nach Carius aufgeschlossen, am Wasser 
bad zur Trockene verdampft, in sehr verdiinnter HCl aufgenommen, das 
Eisen mit einem UberschuB von sulfatfreiem NH, heiB gefiillt, das Filtrat 
und die Waschwiisser eingeengt, mit HCl wiederholt abgeraucht und weiter 
nach Pregl?) mit BaCl, behandelt und BaSO, im Mikro-Neubauertiegel 
ceworgen. 

Das Praparat enthielt 52,6°/, C, 7,35°/, H, 16,7°/, N, 0,36°/, Ke 
und 0,43°/, S. Ks war frei von Phosphor. 

Belege. 4,696 (4,518) mg = 3,178 (2,920) mg H,O und 9,636 (8,717) ng 
CO,; 18,2 (16,9) mg = 2,19 (2,01) cem n/10-H,SO,; 44,6 (33,2) mg = 1,432 
(1,019) mg BaSO,; 187,4 mg = 0,978 mg Fe,Q,. 

Die Analyse eines zweiten Priiparaies gab innerhalb der analytischen 
Fehlerbreite die gleichen Resultate. Beim Trocknen im Uochvakuum bei 
100° gaben die Priiparate 1,98 (2,00) im Mittel 1,99°/, Wasser ab. Das ziihe 
Festhalten des Wassers beruht wohl darauf, dai bei der Darstellung keine 
denaturierenden Mittel (Alkohol, Ather) verwendet worden waren. Fiir das 
wasserfreie Himoglobin des Menschen ergibt sich danach die folgende 
elementare Zusammensetzung: 53,79, C, 7,28°/, H, 17,0°/, N, 0,387°/, Fe, 
0,44°/, S und ber. 21,2°/, O. 


II. Das Hamoglobin des neugeborenen Kindes. 


v. Kriiger’) und Bischoff%) haben als erste angegeben, dab 
das Blut des neugeborenen Menschen gegen n/4-NaOH bedeutend 
resistenter ist als jenes des Erwachsenen. Die Zersetzungszeiten 
verhalten sich etwa wie 1:100. — Das gleiche resistente Hiimo- 
globin fanden die genannten Autoren auch bei Anaemie; beim 
Kind wie beim Anaemiker erfolgt die Hiimopoese bekanntlich 
anders als beim normalen Erwachsenen, niimlich in der Leber bzw. 
den Jangen Roéhrenknochen. Man hat also anzunehmen, dab die 
héhere Laugenresistenz ganz allgemein dem unter solchen Um- 
stiinden neugebildeten Himoglobin zukommt. —- Bei Tieren wurde 
ein derartiger Unterschied zwischen priinatalem und postnatalem 
Himoglobin nicht gefunden 4), 

Die Unterschiede zwischen dem Hiimoglobin des Er- 
wachsenen und jenem des Kindes beruhen auf Ver- 
schiedenheiten der Globine. Dies lieB sich auf 2 Wegen 
nachweisen: 1. Die prosthetische Gruppe liegt in beiden Farbstoffen 
als ¢-Himin yor; 2. Die Kiwei8komponente des Himoglobins vom 


') Pregl, Organische Mikroanalyse, Berlin 1923. 
?) Zs. exper. Med. Bd. 54, S. 653 (1927) u. 53, S. 233 (1926). 
*) Ebenda Bd. 48, S. 472 (19286). 

*) Hentschel, Miinchn. Med. Wschr. 1928, S. 1237. 
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Erwachsenen wird von NaOH schneller denaturiert als jene des 
kindlichen Himoglobins. 


Untersuchung der prosthetischen Gruppe. Nabelsechnurblut 
vom Neugeborenen und Venenpunktat der Mutter des gleichen Neugeborenen 
wurden gleich nach der Geburt mit 2 Volum. Citrat-NaCl-Lésung verzetzt, 
Herrn Dr. Jaroschka, I. Assistent der Deutschen Universitiits- Frauenklinik in 
Prag bin ich fiir Entnahme und Ubersendung der Blutproben zu besonderem 
Danke verpflichtet. — Die abgesetzten Erythrocyten wurden % mal mit 
0,9°/, NaCl-Lésung gewaschen, hiimolysiert und von Stroma befreit. Im 
iibrigen wurde nach der im I. Abschnitt gegebenen Vorsehrift verfahren. 
Die Zersetzungszeiten der hiimolysierten Fliissigkeiten war sehr verschieden, 
niimlich 60—70” beim Erwachsenen und etwa 100’ beim Kind, also in Uber- 
einstinmung mit den Befunden von y. Kriiger. — Die hiimolytischen 
Lésungen wurden mit 2 Vol. Aceton gefiallt, die Fallung nach Hamsik') 
mit oxalsanrem <Aceton extrahiert, dann durch Wasser aus dem Extrakt 
Oxyhiimin gefillt. Dieses Rohhiimin gab in 4 untersuchten Proben 1. mit 
NaCl-Fisessig Teichmannsche Krystalle, 2. mit alkoholischer KOH typische 
Krystalle von Oxyhiimin—-Kalisalz und 38. in Soda-Bicarbonat eine klare 
Lésung. — Damit ist nach Hamsik das Vorliegen der a-Form und die Ab- 
wesenheit von 9- und w-Hiiminen bewiesen. 

Untersuchung der Eiwei8komponente. Auf dem in der |0. Mit 
teilung*) besehriebenen Wege lieB sich zeigen, dali das Hiimoglobin des Er- 
wachsenen schneller denaturiert wird. Je 5 cem einer etwa 1°/,igen hiimo- 
lytischen Lésung der Erythrocyten wurden mit 1 ecm n/4-NaOH versetzt 
Nach 5 Minuten wurden 2 cem n,;2-NH.-NH,Cl-Puffer py, 8,6 und 1 ecm n/4- 
HCl zugefiigt, ferner 4,5 ecm gesiittigter Ammonsulfatlésung. Das Hiimo- 
globin des Erwachsenen wurde dabei stets vollstiindig niedergeschlagen; 
denn sein Globin war nach 5’ dauernder Kinwirkung der Lauge denaturiert: 
nach Holden und Freeman®) wird aber denaturiertes Globin im Gegen- 
satz zu nativem Globin dureh ?/,-Sittigung mit Ammonsulfat nieder 
geschlagen. — Das kindliche Himoglobin zeigte nach Zusatz des Amimon- 
sulfats nur leichte Tritbung; die Hauptmenge blieb, da nicht denatuiiert, 
in Losung. 

Die v. Kriigersche Methode gestattet keine Aussage dariiber, 
ob das Hiimoglobin des Kindes einheitlich ist oder ein Gemisch 
eines resistenten und eines weniger resistenten Farbstoffes. Die 
in der 10. Mittetlung*) beschriebene spektrophotoemeirische Messung 
der Zersetzung-geschwindigkeit ermodglicht eine Beantwortung dieser 
rage. Mit dieser Methode findet man beim kinditchen Hb emen 
plétzlichen nick in der Zersetzungskurve nach etwa 1 bis 2 Minuten 
dauernder Kinwirkung der Lauge (s. Fig. 1). Die Geschwindigkeit 
der Zersetzung fillt in diesem Zeitpunkt plétzlich ab, die ivon- 


1) Hamsik, Diese Zs. Bd. 178, S. 67 (1928). 
*) Haurowitz, Diese Zs. Bd. 183, 8. 78 (1929). 
') Holdenu, Freeman, Austral. JI. of exper. biol. Bd. 5, 8.213 (192% 
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stante der monomolekularen Reaktion sinkt im Verlauf dieser 
29 Minuten von etwa 0,13 auf 0,05 (s. u. Tabelle). Ein solches 
Verhalten wurde bisher bei keinem der untersuchten tierischen 
Himoglobine gefunden. Stets verlief die Zersetzungskurve stetig. 
Es liegt nahe anzunehmen, da die anfingliche schnelle Zer- 








voo'L 


MUTTER 











——»> MENGE Of5 ZEASETZTEN O,H6 IN % 








oO MINUTE 


@—> RALER DEQ ZEASETFUNG 


Fig. 1. Zersetzung verschiedener Hamogiobine durch n t-NaOH. 


setzung auf eine Beimengung von labilem Hb des erwachsenen 
Menschen zu dem resistenten Hb des Kindes zuriickzufiihren ist: 
denn das Hb des Erwachsenen wird gerade in dem Zeitintervall 
von 1—2 Minuten vollkommen zersetzt. Die Kurve (vgl. Fig. 1) 
wire dann durch Superposition von 2 Kurven entstanden, def 
Zersetzungskurve des labilen Hb des Erwachse:en und jener des 
resistenten juvenilen Hb. 


Die spektrophotometrische Messung der Zersetzung geschah genau 
nach den Vorsehriften der 10. Mitteilung. — Da die kleinen zur Verfiigung 
stehenden Mengen von Nabelschnurblut dic Darstellung von Hb-Krystallen 
unméglich machten, wurde zu Spektrophotous trie die durch Toluolhiimolyse 
cewonnene Lisung verwendet. Inu der ‘abelle bedeutet ¢ den Zeitpunkt 
der Ablesung in Minuten, gq den abgelescnen Winkel der Nikols, C die 
daraus berechnete Konzentration an zersetztem Blutfarbstoff und /:, die Kon 
stante der monomolekularen Reaktion. — In der Fig. 1 sind die Werte 
fiir CU graphisch dargestellt, und zwar fiir den Zeitraum der ersten 12 Mi- 
nuten. Zum Vergleich sind die Zersetzungskurven des Iib von der Mutter 
des Neugeborenen und ven einigen friiher untersuchten Tieren abgebildet 
(vgl. Fig. 1 der 10. Mitteilung '). 





') F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 183, S. 78 (1929). 
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Zersetzung des Hb vom Neugeborenen dureh n/4-NaO#H. 
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Durch Extrapolation der Zersetzungskurven findet man im 
kindlichen Blutfarbstoft einen Gehalt von 20°/, des labilen H)) 
neben etwa 809°/, resistenten Hiimoglobins (gestrichelte Kurve in 
der Fig. 1). 

Kin Teil des Hiimoglobins vom Neugeborenen entsteht au- 
scheinend auf dem gleichen Wege wie im Organismus des Er- 
wachsenen; der gréBte Teil (S0°/,) zeigt allerdings ein anderes 
Verhalten, diirite also auf abweichendem Wege gebildet sein. 

Es lift sich nicht mit voller Sicherheit aussagen ob im Blut des Nei 
geborenen nur zwei Hiimogiobine enthalten sind, das resistente priinatale 
und das labile postnatale Himoglobin. Vielleicht ist das letztere ein Ge- 
menge verschiedener Hiimoglobine, denn die Zersetzung, die nach Zerstérung 
des labilen Hiimoglobins stetig und mit monomolekularer Geschwindigkeit 
verlaufen sollte, wenn nur ein einziges resistentes Hiimoglobin vorhanden 
wiire, erfiihrt im weiteren Verlaut eine Verlangsamung; die fiir mono- 
molekularen Reaktionsverlauf berechnete Konstante nimmt weiter ab. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Darstellungsmethode fiir menschliche Hamo- 
clobinkrystalle angegeben; man erhiilt dabei rhombische Kyrstalle 
(Fig. 2 auf Tafel 11), die 53,7°/, C, 7,28°/, H, 17,0°/, N, 0,37°/, Fe, 
0,44°/,S und (ber.) 21,2°/, O enthalten. 

2, Im Blut des Neugeborenen wird in Ubereinstimmung mit 
v. Kriiger eine héhere Resistenz des Hiimoglobins gegen NaOH 
gefunden. Sie beruht auf Verschiedenheiten der Globinkomponente 
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cegeniiber jener des Hiimoglobins vom Erwachsenen. Die prosthe- 
tischen Gruppen beider Haimoglobine, des prii- und des_ post- 
natalen, sind eleich. 

3. Die Zersetzung durch NaOH verliiuft beim Hiimoglobin vom 
Neugeborenen in den ersten 2 Minuten sehr schnell; dann plétz- 
lich viel langsamer (s. Fig. 1). Zur Erklirung dieses von allen 
bekannten Hiimoglobinen abweichenden Verhaltens wird an- 
cenommen, dai im Blut des Neugeborenen zwei Hiimo- 
slobine enthalten sind, ein sehr zersetzliches Hiimoglobin, das 
mit jenem des erwachsenen Menschen identiseh ist und ein re- 
sistentes fetales Hamoglobin. Der Gehalt an labilem Hb betriiet 


etwa 20°/,, jener an resistentem Hb etwa 80°). 
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Absorptionsmessungen im Ultraviolett mit Thermosiule und 
ihre Anwendungen auf Probleme der Zucker-Chemie. 
Von 
Fritz Goos, Hans Heinrich Sehlubach und Gustay Adolf Schréter. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen und Physikalischen Staatsinstitut, Hamburg, Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. November 1929,) 


1. Vorbemerkung. 


Wihrend die photographischen und lichtelektrischen Methoden 
zur Messung von Absorptionsspektren im Ultraviolett in die 
chemischen Laboratorien allgemein Eingang gefunden haben, ist 
die Verwendung einer Thermosiiule fiir diese Aufgabe beschrinkt 
gewesen, da diese Methode an Genauigkeit und Zuverlissigkeit 
bisher hinter den erstgenannten zuriickblieb. 

Durch Steigerung der Konstanz der Lichtquelle, durch An- 
wendung einer hochempfindlichen Thermosiiule in Verbindung mit 
einem Galvanometer in Juliusscher Aufhingung, endlich durch 
Ausmerzung zahlretcher anderer Fehlerquellen ist es gelungen 
die Methode so weit zu vervollkommnen, daB sie an Genauigkeit 
die iilteren zum mindesten erreicht, an Leichtigkeit der Hand- 
habung sie wohl in mancher Hinsiciit iibertrifft. Uber ihre An- 
wendung auf einige Probleme der Kohlenhydratchemie wird nach- 
stehend berichtet werden. Da der eine von uns (7008) in nichster 
Zeit eingehend Kinzelheiten der Meihode an anderer Stelle ver- 


Offentlichen wird, seien hier nur die notwendigsten Angaben 


vemacht. 


2. Beschreibung der Apparatur. 

Ks wurden die Absorptionen fiir eine Anzahl von Wellen- 
lingen der Quecksilber-Quarzlampe gemessen. Die Lampe ist 
an eine Akkumulatorenbatterie angeschlossen und brennt_ bet 
einem Spannungsabfall von 70 Volt und einer Stromstarke von 
4 Amp. derart gleichmiibig, daf die Intensitiitsschwankungen nur 
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2—3 pro mille betragen. Das Licht dieser Lampe wird mittels 
Kondensors auf den Spalt eines Quarz-Doppelmonocliromators 
geworfen und das spektral doppelt gereinigte Licht auf cine im 
Vakuum befindliche Thermosiiule geleitet, deren Vhermostrom 
mit einem hochempfindlichen Spicgel-Galvanometer in J uliusscher 
Aufhingung gemessen wird. Der letzte Spalt des Doppelmono- 
chromators unmittelbar vor der Thermosiiule ist 0,4 mm_ breit, 
die Dispersion am Ort dieses Spaltes betriigt pro 0,4 mm 


fiir A = 400 uu - 6,4 uu 
» am 300 ,, — 28. 
» A= 290 ,, . aan 


Die Galvanometer-Ausschlige werden auf einer 3 m euntfernten 
Skala auf 3/,,mm genau abgelesen. Der Ausschlag fiir die hellste 
Quecksilberlinie 4 = 365uu wiirde etwa 170 cm betragen, wird 
aber, wie auch bei den anderen hellen Linien, durch Verengen 
des Zwischenspaltes des Doppelinonochromators auf etwa 15 cm 
reduziert, da sich nur Ausschliige bis zu dieser Grobe als auf 
etwa 1 pro mille proportional der autfallenden Energie erwiesen 
haben. Selbst die Energie der ultravioletten Linie 253,6 uu ergab 
noch einen Ausschlag von 20 cm, muBte also noch etwas redu- 
ziert werden. 

Die Lésungen, deren Absorption gemessen werden sollte, 
wurden in Kiivetten mit Deckplatten aus krystallinem (uarz 
eingefiillt und zwar wurden immer zwei identische hiivetten, die 
eine mit dem Liésungsmittel, die andere mit der Lisung benutzt, 
so daB also stets die Absorption der Lésung relativ zu der einer 
gleich dicken Schicht des Liésungsmittels gemessen wurde. 

K's ist zu beachten, daB bei hochprozentigen Lésungen und 
bei gleichzeitiger merklicher Eigenabsorption des Lisungsmittels 
bei den benutzten Schichtdicken der Wert des _ Extinktions- 
koeffizienten, selbst bei strenger Giiltigkeit des Beerschen Ge- 
setzes, von der Konzentration ablhiingig ist. Die Hiivetten be- 
finden sich bei der Messung im parallelen Stralhlengang zwischen 
dem zweiten Kollimator und dem zweiten Prisma des Doppel- 
monochromators. 


3. Absorpfionsgeseiz und Fehlerbetrachtung. 


Bezeichnet man die Galvanometerausschliige bei zwischen- 
geschaltetem Lésungsmittel bzw. Lisung mit /, und J, die Schicht- 
dicke der senkrecht durchstrahlten Schicht mit d in cm ge- 
messen — sie betrug bei den Messungen 0,5 em und 1,0 em 
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die Konzentration in Mol pro Liter mit c, so wird der Extinktions- 
koeffizient « detiniert durch die Bezichung: 


t—ece aa ] ‘ g A 
J = J,-10 oder care log ("7 )- 


Hine eingehende Diskussion aller Fehlerquellen, sowoil der 
aufilligen wie der systematischen, ist durchgetithrt worden; ihre 


Mitteilung sei der angekiindigten austihrlichen Arbeit vorbehalten. 
Hier sei nur erwihnt, du unter giinstigen Umstiinden, d. h. wenn 
mit hellen Jinien gemessen wird und die Absorptionen etwa 
50—S0°), betragen, eine einzeine Bestimmung von ¢é auf etwa 
1/,°/, genau ist, daB aber bei schwachen Linien und sehr geringer 


oder sehr starker Absorption der prozentuale Fehler in ¢ erheblic!: 
hiher ist. 


4, Chemisches Problem und Resultate der Absorptionsmessungen. 

Wir haben diese Methode benutzt, um sie an der Prifung 
einiger Fragen, die in der Kohlenhydratchemie im Vordergrund 
des Interesses stehen, zu erproben. 

Durch die spektrographischen Untersuchungen von P. Nieder- 
hoff!) ist die Frage, ob in der wiSrigen Lésung reduzierender 
Zucker, insbesondere der Glucose, diese Verbindungenin der Laktol- 
form oder aber als wahre Aldehyde anzunelhmen sind, erneut 
zur Diskussion gestellt worden. Wihrend iiltere Messungen zu 
dem Ergebnis getiihrt hatten, da&B Zucker des erwiihnten 'I'yps 
in wibrizer Losung nur eine schwache und kontinuierliche Ab- 
sorption im Ultraviolett zeigen, ist von P. Niederhoff bei der 
Glucose und einigen naheverwandten Zuckern ein charakteristisches 
Absorptionsband bei etwa 2800 A beobachtet worden. Ausgekend 
von der Annahme, daB es sich hier um die gleiche Bande 
handelt, die von V. Henri’) als fiir Verbindungen mit freier 
Carbonylgruppe charakteristisch erkaunt wurde, zog Niederhot! 
den SchluB, daB ein Teil der Zucker in Lésung in der Aldehyd- 
form enthalten sel. 

L. Kniecinski und L. Marchlewski*) machten darauf aui- 
merksam, daB® nach ihren friiheren Beobachtungen der Befund 


') Diese Zs. Bd 165, S. 130 (1927); Bd. 167, S. 310 (1927); Bd. 174, 
S. 300 (1928). 

2) Ktudes de Photochem. S. 64 (1919). 

°) Diese Zs. Bd. 169, 8S. 300 (1927). 
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von Niederhoff auf eine ungeniigende Reinheit der Priiparate 
gurickzufiihren ist und V. Henri und 8. A.Schou') wiesen exakt 
nach, daB Glucose so weit gereinigt werden kann, daB sie nur 
noch im iiuBersten Ultraviolett eine schwache Allgemeinabsorption 
zeigt. Die beiden Forscher schlieBen hieraus, dab, sofern iiber- 
haupt ein Gehalt an Molekiilen in der Aldehydform anzunehmen 
sel, dieser unter 0,3°/, liegen miisse. 


Bei der Bedeutung der Frage fiir das Verstindnis der Um- 
setzung der Zucker haben wir versucht, auch auf einem anderen 
Wege einen Beitrag zu ihrer Klirung zu hetern. Durch eine 
Arbeit von P. A. Levene und G. M. Meyer?) ist ein Derivat der 
Glucose zugiinglich geworden, in dem der Zucker zweifellos in 
der Aldehydform enthalten ist. Durch Methylierung und nach- 
folgende Entschwefelung des Glucose-diiithyl-mercaptals erhielt 
der genannte Forscher eine Pentamethyl-glucose, der die folgende 
Formel zugeschrieben werden mub: 


CH,-OCH,—CH-OCH,—CH-OCH,—CH-OCH,—CH-OCH,—CHO 


Die Verbindung sollte also die charakteristische Carbonylbande 
erkennen lassen. Die Absorption kénute aber durch die An- 
hiiufung der 5 Methylgruppen eine Beeinflussung erfahren haben. 
Wir haben daher zuniichst, ausgehend von der Glucose selbst, 
den Kitekt steigender Mengen von Methylgruppen aut das Ab- 
sorptionsspektrum am «-Methyl-glucosid und am Tetra-methy!-n- 
methyl-glucosid untersucht. 

Bei der Glucose selbst konnten wir trotz sorgfiltiger Reinigung 
die mtedrigsten, von V. Henri und A. (. Schou erhaltenen Werte 
nicht erreichen, da uns ein Priparat des United-States-Bureau 
of Standards leider nicht wie diesen Forschern zur Verfiigung 
stand, wir konnten aber, und dieses wird von ihnen als das 
Wesentliche angesehen, bestiitigen, daB es nicht schwierig ist, 
Praiparate zu erhalten, die viel schwiicher absorbieren als die von 
P. Niederhoff untersuchten. 

Die von Niederhoff (N), Henri und Schou (H) sowie die 
von uns erhaltenen Werte sind in der Figur 1 zusammengestellt, 
wobei die Abszissen-Wellenlingen in Einheiten von pu die Ordi- 
naten den Extinktionskoeftizienten « bedeuten. 


') Diese Zs. Bd. 174, S. 295 (1928). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 69, 8. 175 
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I ist die Absorptionskurve einer kiuflichen, ungereinigten, 
II diejenige einer mehrfach gereinigten Glucose. 

Der EinfluB steigender Mengen von Methylgruppen ist aus 
der Figur 2 erkennbar. 

III ist die Absorptionskurve von «-Methyl-glucosid in Wasser, 
IV diejenige der Penta-methyl-n-glucose in iathylalkoholischer 
Lisung, V endlich diejenige der Pentamethylglucose mit freier 
Aldehyd-gruppe in iitherischer Lésung. Wiahrend eine Methyl- 
gruppe eine nur geringe Erhéhung der Absorption hervorruft, ist 
der EinfluB von fiinf Methylgruppen schon recht deutlich erkennbar. 
Demgegeniiber weist die isomere Pentamethyl-glucose mit freier 
Aldehydgruppe nicht nur eine ganz auberordentlich gesteigerte 
Allgemeinabsorption im Ultraviolett auf, sondern es wird auch 
das Erscheinen einer Bande um 2800A deutlich erkennbar. Wir 
nehmen daher an, daB sich die Anwesenheit irgendwie erheblicher 
Mengen von Glucose in der Aldehydform im Spektrogramm deut- 
lich erkennen lassen sollte, und gelangen, da dies ja nicht der 
Fall ist, zu dem gleichen Schlub wie V. Henri und A. G. Schou, 
dab, wenn die Glucose in ihrer frisch hergestellten wiBrigen Lisung 
iiberhaupt in der Aldehydform enthalten ist, dies nur in minimalem 
Mabe der Fall sein kann. 
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Fiir die Deutung biologischer Vorgiinge ist vielfach angenommen 
worden, da sich die Glucose vor Umwandlungen im Organismus 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift {. physiol. Chemie. CLXXXVI. 11 
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primir in die h-Form umlagert, da die n-Form zu stabil ist, um 
eine Umsetzung verstiindlich erscheinen zu lassen. Nachdem bei 
der Fruktose schon frither von H. Ohle?) ein Gleichgewicht 
zwischen n- und h-Form in wabBriger Losung angenommen und 
von H. H. Schlubach und V. Prochovnik*) neuerdings die 
Verschiebung eines derartigen (Gleichgewichtes zwischen n- und 
h-Form bei der Galaktose in Pyridinlésung bewiesen ist, hat die 
Frage, ob bei der Glucose ihniiche Verhiltnisse méglich sind, an 
Interesse gewonnen. 

Durch Vergleich der n-Pentamethyl-glucose mit der nach 
P. A. Levene und G. M. Meyer*) hergestellten #-h-Pentamethyl- 
elucose (VI) haben wir versucht festzustellen, ob sich das pyroide 
Ringsystem von dem furoiden spektrographisch unterscheiden laBt. 
Dies ist, wie die Figur 3 zeigt, zweifellos in geringem MaBe der 
Fall, der Unterschied ist aber nicht charakteristisch genug, um 
darauf den Nachweis geringer Mengen der h-Form neben der 
n-Form griinden zu koénnen. 


5. Einzelheiten tber die Darstellung der Praparate. 
Glucose. 


Das Ausgangsmaterial war in allen {illen Glucose, wasserfrei, 
von Merck, Darmstadt. 

Glucose, ungereinigt (I). 20 Stunden im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet und die wiBrige Lésung nach Be- 
endigung der Mutarotation gemessen. 

_ Glucose, gereinigt nach C.S. Hudson und J. K. Dale‘) (IJ). 
Der Zucker wurde nach den Angaben der amerikanischen KF orscher 
zweimal aus Kisessig, dann je einmal aus 70°/, und 96°/, Athyl- 
alkohol umkristallisiert. Vor der Einwage wurde die Substanz 
14 Tage iiber Chlorkalzium im Hochvakuum aufbewahrt, die 
Messung nach Beendigung der Mutarotation in waBriger Loésung 


vorgenommen. 


1) Chem. Ber. Bd. 60, S. 1168 (1927). 

*) Chem. Ber. Bd. 62, S. 1502 (1929). 

°) Jl. of Biol. Chem. Bd. 74, 8S. 705 (1927). 

$) Jl. Amer. Chem, Soc. Bd. 39, 8S. 321 (1917). 
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a-Methyl-glucosid. 

Rohes «-Methyl-glucosid wurde nach C. N. Riiber!) im Hoch- 
vakuum destilliert und zweimal aus absolutem Athylalkohol um- 
krystallisiert [@]7° = + 156,5° (c = 1,968 in Wasser). Die Messung 
erfolgte in Wasser (III). 


-1,2,3,4,6-Pentamethyl-glucose. 


Krystallisierte Tetramethyl-glucose vom Schmelzp. SO—84° 
wurde mit Jodmethyl und Silberoxyd methyliert und zweimal im 
Hochvakuum destilliert: 


np? = 1,4422 [al° = + 46° (c = 1,878 in Athylalkohol) . 





Messung in absolut iithylalkoholischer Loésung (IV). 


2,3,4,5,6-Pentamethyl-glucose. 


Die Darstellung erfolgte nach Vorschrift von P. A. Levene 
und G. M. Meyer. Vor der Hochvakuumdestillation wurde eine 
Zeitlang im gewohnlichen Vakuum iiber Permanganat zur Ent- 
fernung der letzten Reste schwefelhaltiger Beimengungen erhitzt. 





[a|5° =— 89° (ec = 2,28 in Acetylentetrachlorid). 


Die Messung erfolgte in absolutem, alkoholfreiem Athylither. 


f-1,2,3,5,6-Pentamethyl-glucose. 

(Dr. Fritz Trefz.) 

Das Priiparat wurde nach der Vorschrift von P. A. Levene 
und G. M. Meyer hergestellt und mehrfach im Hochvakuum 
destilliert: 

nj,° = 1,4430 = [a]2° = — 85,9° (¢ = 5,6316 in Athylalkohol). 


) 


Die Messung erfolgte in absolutem Athylalkohol. 


6. Tabelle der Absorptionsmessungen. 





Zum Schlu8 sei das oben in Kurvenform gegebene Ergebnis 
der Absorptionsmessung hier noch in Tabellenform zusammen- 
cestellt, besonders zu dem Zweck, um neben den Werten von ¢ 
auch die Werte von log (¢- 10°) geben zu kénnen und so einen 
Vergleich unserer Messungen mit denen der anderen Autoren zu 
erleichtern. 





) Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1797 (1924). 



































Samditeememmamenmameamaeemmmenamee nee uma 
Tabelle. 

2 I II LI IV V VI 
Sp » Mol/Liter 0,971 0,9906 0,460 0,07506 0,01089 0,229 
= Oe. ie aoe Se ee OR ee 
é Aig é log (+107) & log (e+ 10?) & log (e-10”) 8 log (€- 10?) & log (6-10?) & log (e+ 10°) 
ee Se nes Tere a | I [ 2 Euan ile alent 
8 4354 0,070 0,845 | 0,021 0,822 10,106 1,025 !0,087 0,940 — | = -~ 
4 4063 0,076 0,881 | 0,038 0,580 «| 0,104 1,017 «10,085 ~—0,5 44 “* a — — 
= 365: 0,129 1,111 10,043 0,633) « 10,189 1,148 10,107 1,029 1,47 2,167 0,02 0,301 
& 3342 [0,197 1,294 [0,062 0,792 [0,140 1,146 |o150 1,176 5.77 «2,761 | 0,17 | 1,230 
: 3130 0,290 1,462 | 0,084 0,924 |0,177 1,248 |0,511 1,708 18,8 3,274 0,51 1,708 
2 3023 0,410 1,613 10,089 0,949 [0,203 1,807 | 0,736 1,867 25,2 3,401 0,83 1,919 
E 2968 0,460 1,663 | 0,106 1,025 10,224 1,350 10.936 1,971 26,7 3,426 1,00 2,00 
= 2394 0,528 1,72: 0,115 1,060 |0,271 1,433 1,014 2,006 29,9 3,476 1,39 2.143 
P 2803 0,587 1,769 | 0,131 1,117 | 0,302 1,480 |1,730 2,238 37,5 3,574 1,77 2,248 
= 2700 O54 1,744 10,139 1,143 10,285 1,455 | 2484 2.395 74,6 3,873 2,29 2,360 
2 2654 0,52 1,72: 0,147 1,167 10,293 1,467 |2799 2.447 I103 4,013 2,70 2,431 
° 2035 0,470 1,672 0,183 1,262 0,319 1,504 4,223 2,626 4159 4,201 3,97 2,599 
S 2482 0,464 1,667 0,194 1,288 0,408 1,611 5,00 2.699 — ones 4.95 2.695 
= 2378 0,57 1,759 0,282 1,450 0,419 1,622 7,43 2,871 — — — — 
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II. Mitteilung.’) 


Biophysikalische und biochemische Untersuchungen uber die 
Kupferadsorption der Weizensteinbrandsporen (Tilletia tritici 
[Bjerk.| Winter). *) 

Von 
J. Bodnar und Alexander Terényi. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem kgl. ung. pflanzenblochemischen Institut Budapest. ) 


(Der Redaktion zugeganyen am 2. November 192%.) 


Theoretischer Teil. 
Nach den in unserer ersten Mitteilung bekanntgegebenen 
Untersuchungen gelangen bei der Beizung der Steinbrandsporen 
mit Kupfersulfatl6sung an die Stelle des durch die Sporen aus 
der Kupfersulfatlésung adsorbierten Kupfers (Sulfationen werden 
nicht adsorbiert) Wasserstoff- und Metallionen aus den Sporen. 
1 g Steinbrandsporen adsorbierten (aus 50 ccm 2°/,iger Kupfer- 
sulfatlésung) 18,2 mg Kupfer und die Menge der in die Liésung 
gelangten Wasserstoffionen war 0,315 mg, welche Menge mit 
10,02 mg Kupfer aquivalent ist, es tauscht sich also durch Wasser- 
stoffionen nicht eine geringe — wie wir dies in unserer ersten 
Mitteilung bemerkten —, sondern eine betriichtliche Menge und 
zwar 53 °/, des adsorbierten Kupfers aus. Die Ditferenz zwischen 
den Mengen der in den kupfersulfathaltigen und wiiBbrigen Aus- 
) I. Mitteilung: J. Bodnar, I. Villanyi u. A. Terényi, Diese Zs. 
Bd. 163, S. 73 (1927). In dieser Mitteilung erwiinscht folgendes eine Be- 
richtigung: Auf S. 86, in der Tab. VII: ,,Konzentration der Cu-Liésungen“ 
statt ,,Konzentration der CuSO,-Lisung“. 
*) Uber die in dieser Mitteilung publizierten Untersuchungen — welche 
Verfasser gréBtenteils noch im Jahre 1924/25 durehfibrten erschien in 
der Chem.-Ztg. Bd. 49, S. 902 (1925) eine kurze vorliufige Mitteilung. 
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ziigen der Steinbrandsporen gefundenen Metallionen (Tab. XT jin, 
der ersten Mitteilung) ergibt die Menge der an die Stelle des 
adsorbierten Kupfers gelangten Metallionen; wenn wir beziiglich 
auf 1 g¢ Sporen berechnen, dab die mit dem Kupfer austauschende 
einzelne Metallionen welche Menge iiquivalenten Kupfers ent- 
sprechen, dann — wie es aus der 'l'ab. J ersichtlich ist — steht 
die Summe dieser und der mit 0,315 mg Wasserstoffionen iiqui- 
valenten Kupfermengen (17,84 mg Cu) sehr nahe zu der durci 
1 g Sporen adsorbierten 18,2 mg Kupfermengen; auf diese Weise 
wurde also auch quantitativ bewiesen, daB das durch die Stein- 
brandsporen adsorbierte Kupfer durch die aus den Sporen aus- 
diffundierenden Wasserstoff- und Metallionen ausgetauscht wird. 





Tabelle I. 




















, Mit durch , 
Metallionen in} Metallionen in yee Mit 
se | ¢ Steinbrand- 
Po dem CusO,- dem H,0- sporen ausgetauschten 
Auszuge von | Auszuge von | adsorbierten Metallionen 
bestand- ie a 18.2 me Cu ae 
1 g Stein- 1 g Stein- ’ a iiquivalenten 
ile ausgetauschten 
teile brandsporen | brandsporen “a Cu-Mengen 
Metallionen 
mg mg mg mg 
FeO, 0,67 0,30 0,37 0,27 
MgO 4,24 0,84 2,40 3,79 
CaO 1,70 1,08 0,62 0,70 
Na,O 2,07 1,81 0,26 0,27 
K,O 918 5,78 3.40 2,29 
Mit 0,315 mg Wasserstoffionen jiquivalente Kupfermenge 10,02 
Insgesamt | 17,34 


Quantitative Verhaltnisse der Kupferadsorption. 


Nach unseren in der ersten Mitteilung bekanntgegebene: 
Untersuchungen adsorbieren die Steinbrandsporen aus Kupfer- 
sulfat-chlorid- und -nitratlésungen von gleichem Kupfergehalt an- 
nihernd gleiche Mengen und mehr Kupfer aus Kupferacetat. Die 
Kupferadsorptionsfiihigkeit der Steinbrandsporen kann noch ge- 
steigert werden, wenn die Adsorption aus Kupferoxydammoniak- 
lisung geschieht.') Die Tab. I] stellt die Kupferadsorption der 


') Nach den Untersuchungen von F. Pichler u. A. Woéber [Biochem. 
Z3. Bd. 132, 8. 420 (1922)! adsorbieren auch die Maisbrandspoven aus Kupfer- 


Des 


oxydammoniak mehr Kupfer als ans Kupfersulfatlésung. 
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Steinbrandsporen aus Kupfersulfat-, acetat- und -ammoniumsulfat- 
lésungen dar. Der steigernden Konzentration der Kupfersalz- 
lésungen gemiB adsorbieren die Steinbrandsporen bei einer Beiz- 
dauer von 15 Minuten aus Kupferacetat 51—73°/,, aus Kupfer- 
ammoniumsulfat 115—222°/. und bei einer Beizdauer von 


0 

94 Stunden 66—133 °/,, bzw. 104—-229°/, mehr Kupfer als aus 
Kupfersulfat. Es ist auch bei der Kupferadsorption aus Kupfer- 
ammoniumsulfat giiltig, daB die Kupferadsorption nicht reversibel 
ist, d. hh. man kann aus den Sporen das adsorbierte Kupfer mit 
Wasser nicht auswaschen. Dies beweisen die Ergebnisse der in 
der Tab. II] angegebenen direkten Kupferbestimmungen (das 
Kupfer wurde in den nach der Adsorption mit Wasser aus- 
gewaschenen Sporen bestimmt), welche mit den in der ab. IJ 
mitgeteilten auf indirektem Wege gewonnenen Kupferwerten gut 
iibereinstimmen. 

Als wir die quantitativen Verhiltnisse der Kupferadsorption 
der Steinbrandsporen niiher studierten, fanden wir, dab fiir die 
Adsorption jene Adsorptionsformel (Freundlichs Formel) giiltig 
ist, welche Wolfgang Ostwald in seinem Kleines Praktikum 
der Kolloidchemie (1922) mitteilte. Laut dieser Formel kann 
die auf die Gewichtseinheit beziigliche adsorbierte Menge durch 
folgende Gleichung ausgedriickt werden: 

gm k{c — 2). 

In dieser Gleichung bedeutet « die adsorbierte Menge, c die Anfangs- 
konzentration des Adsorbendum, c — x die mit der adsorbierten Menge ver- 
minderte Konzentration, d. h. die Gleichgewichtskonzentration, / und nm sind 
die von dem Adsorbens, Adsorbendum, Adsorptionsmedium und der Tem 
peratur usw. abhiingenden Konstanten. Bei der Konstruktion der Kupfer- 
adsorptionskurven haben wir die Anfangs- und Gleichgewichtskupfer- 
konzentrationen, gleichwie die adsorbierten Kupfermengen am zweck- 
miBigsten in der den Kupfermengen entsprechenden Thiosulfat-Kubikzenti- 
metern und zwar in n/100-Na,S,0, cem ausgedriickt. Wir verwendeten 
auf der Achse x im Vergleich zu ¢— 2 einen 2,5 fachen MaBstab. 

Die logarithmische Formel der Adsorptionsgleichung ist: 

logx = logk + nlogi(e — x). 

Durch die Konstruktion der logarithmierten Geraden gelangen wir 
zur Kenntnis der Konstanten / und m. Der Punkt, wo die Gerade die 
Ordinatenachse schneidet, ergibt niimlich den Wert von log & und die Tan- 
gente des mit der Abszissenachse gebildeten Neigungswinkels gibt ». Um 
die Gerade zu konstruieren, tragen wir die Werte von logx auf die Ordi- 
naten- und die von log c—az auf die Abszissenachse auf. 

Auf Grund der in der Tabelle IV mitgeteilten Daten konstruierten wir 
die Kurven der aus Kupfersulfat-, -acetat- und -ammoniumsulfatlisungen ge 
schehenen 15 Minuten und 24 Stunden dauernden Kupferadsorption der 
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Steinbrandsporen, sowohl wie die entsprechenden logarithmischen Geraden 
(Fig. 1—4). Wir gewannen in jedem Falle anniihernd Gerade, was 
die Brauchbarkeit der Adsorptionsformel auf die Kupferadsorption der Stein- 
brandsporen zeigt. Aus den in der Tabelle [V mitgeteilten Angaben kann 
festgestellt werden, daB die gefundenen und berechneten '), adsorbierte Kupfer- 
prozente sehr nahe zueinander stehen und in den meisten Fallen die Ab- 
weichung innerhalb der Grenzen des Versuchsfehlers bleibt. 

Aus den Adsorptionskurven sowohl wie aus der Tabelle IV 
ist ersichtlich, daB die Kupferadsorption in jedem Falle mit der 
Erhéhung der Konzentration in absolutem Werte zunimmt, in 
relativem Werte aber sich vermindert, d. h. daB aus verdiinnteren 
Kupfersalzlésungen dieselbe Steinbrandsporenmenge (1g) das gréBere 
Prozent des vorhandenen Kupfers adsorbiert, als aus konzen- 
trierterer Lésung derselben Kupferverbindung. Die absoiuten 
und relativen Adsorptionswerte von Kupfersulfat, -acetat und 
-ammoniumsulfat gleichen annihernd einander so wie 1:2:3. 

Die GréBe des durch die Kurven abgegrenzten Gebietes bemessen die 
Werte & und m, deren Erhéhung mit der Zunahme des Gebietes und der 
Adsorptionswerte verbunden ist. Der Wert 4 ist fiir die Hohe und der 
Wert fiir die GréBe der Kurve charakteristisch. 


Wirkung des adsorbierten Kupfers auf die Sporenkeimung. 


Ks ist bekannt, daB die mit Kupfersulfat gebeizten Weizen- 
steinbrandsporen im Wasser nicht keimen, sie keimen ebenfalls 
auch auf Ca(NO,),-Lésung nicht aus, wo die Steinbrandsporen, 
wie bekannt, sehr gut auskeimen. Zu ihnlichen Erfahrungen 
fiihrten auch unsere Versuche. 

Ks wire aber unrichtig aus diesem Umstand die Folgerung 
zu ziehen, daB das Kupfersulfat die Steinbrandsporen tétete und 
sie deshalb nicht auskeimten. Auf Grund der Untersuchungen 
von T'ubeuf’) und Volkart?) ist es bekannt, daB das Kupfer- 
sulfat die Steinbrandsporen nicht tétet, sondern nur verhindernd 
auf ihre Keimung wirkt. Diese verhindernde Wirkung des Kupfer- 
sulfats ist so zu erkliren, daB das durch die Steinbrandsporen 
aus der Kupfersulfatlésung adsorbierte Kupfer laut unseren in 
der ersten Mitteilung bekannt gegebenen Untersuchungen in Form 
von KupfereiweiB und Kupferphosphat in der Sporenwand ge- 
bunden wird, wenn wir das Kupfer bzw. die Keimung verhindernde 
Kupferverbindungen aus der Sporenwand auslésen, dann gewinnen 


1) Berechnet durch Substitution der gewonnenen k- und n-Werte in 
die logarithmische Formel. 
*) Literaturangaben vgl. in unserer ersten Mitteilung. 
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die Sporen ihre Keimfahigkeit zuriick. Das Kupfer kann aus 
den Sporen durch verdiinnte (0,5°/,) Salzsiure ausgelist werden 
(die Versuche mit Hirsenbrandsporen von L. Hecke’); die mit 
Kupfersulfatl6sungen von verschiedener Konzentration wihrend 
15 Minuten gebeizten, sodann mit Salzsiiure behandelten und 
nachher mit Wasser ausgewaschenen Steinbrandsporen keimen 
laut unseren Untersuchungen (‘'abelle VI) auch sehr gut aus. 
Diese Erscheinung kann allerdings auf ein besonderes Interesse 
Anspruch erheben. Ks enthalten niimlich laut der Tabelle XJ 
unserer ersten Mitteilung 50 g Steinbrandsporen insgesamt 0,9437 g 
Metallbestandteile (Ke, Al, Mg, Ca, Na und K als Oxyde berechnet), 
bei der Kupfersulfatbeizung listen sich hiervon 0,8401 g aus, d.h. 
89°/, der Metallbestandteile. Wenn wir aus den Sporen das 
Kupfer mittels Salzsiure auslésen, vermindert sich gewib der Me- 
tallbestandteilgehalt der Sporen auch weiter, so daB im Endresultat 
in den mit Kupfersulfat und nachher mit Salzsiiure behandelten 
Steinbrandsporen kaum etwas Metallbestandteil zuriickbleibt und 
trotz alledem keimen diese Sporen gut aus. Nachdem die Metall- 
bestandteile die Titigkeit der bei der Keimung eine so wichtige 
Rolle spielenden Enzyme beeinflussen kénnen, taucht die interessante 
Frage auf, wie die Enzyme in der mit Kupfersulfat und nachher 
mit Salzsiure behandelten (Metallbestandteile nur in sehr kleinen 
Mengen enthaltenden) und gut keimenden Steinbrandsporen sich 
verhalten. Unsere Untersuchungen zur Beantwortung dieser hoch 
interessanten Frage sind im Gange, 

Wenn man die mit Kupfersulfat gebeizten Steinbrandsporen ohne jede 
vorherige Behandlung auf Gelatine oder feuchten Boden streut, keimen sie 
ebenfalls aus (Tubeuf, Volkart'), was so erkliirlich ist, daB die Gelatine 
bzw. die Bodenfeuchtigkeit eoleche Substanzen enthilt, welche das Kupfer 
aus den Sporen ebenfalls so auslésen, wie die Salzsiiure. Die aus den Sporen 
ausgelisten Kupferverbindungen kénnen die Auskeimung der Sporen nicht 
verhindern, denn sie werden von der Gelatine bzw. vom Boden adsorbiert 
und dadureh wirkungslos gemacht. 


Dem Kupfersulfat ahnliche Wirkung iibten auf die Steinbrand- 
sporen auch Kupferchlorid, -nitrat, -acetat und-ammoniumsu|fat inso- 
fern, daB die mit verschieden konzentrierten Lésungen dieser Kupfer- 
verbindungen wiihrend 15 Minuten gebeizten Steinbrandsporen auf 
Ca(NO,),-Lésung nicht auskeimten. Wenn wir diese Sporen nach 
einer Behandlung mit Salzsiiure oder ohne vorherige Behandlung 
auf feuchtem Boden zum Keimen bringen wollten, nahmen wir 
wahr, daB sie — mit Ausnahme der mit Kupfer-ammoniumsulfat 


') Literaturangaben vgl. in unserer ersten Mitteilung. 
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gebeizten Sporen — auch auskeimten (T'abelle VI); es vernichtete 
also das Kupfer-ammoniumsulfat — entgegen der tibrigen Kupfer- 
verbindungen — die Steinbrandsporen endgiltig. Es ist nun frag- 
lich, wie diese auBerordentliche Wirkung des Kupfer-ammonium- 
sulfats auf die Steinbrandsporen erklirlich ist? Es wird aus unseren 
spiiter bekanntzugebenden Untersuchungen ersichtlich sein, dat 
die zur Erklarung der Wirkung des Kupfer-ammoniumsulfats 
dienende Voraussetzung, daB die Salzsiiure oder Bodenteuchtigkeit 
das Kupfer aus den Sporen nicht ausgelést hitte und die Sporen 
deshalb nicht auskeimten, nicht bestehen kann. Am wahrschein- 
lichsten scheint folgende Erklirung. Das durch die Steinbrand. 
sporen aus verschiedenen Kupfersalzlésungen adsorbierte Kupfer 
kann seine Wirkung auf zweierlei Art ausiiben und zwar wirkt 
das Kupfer nur verhindernd auf die Auskeimung der Sporen, oder 
tétet es dieselben endgiiltig. Wenn es nur verhindernd wirkt, dann 
fixiert sich das Kupfer in der Sporenwand (als Kupfereiweib und 
Kupferphosphat) und dringt nicht in das Innere der Sporen ein; 
so benehmen sich die das Kupfer als Cu’-lon ent- 
haltenden Kupferverbindungen [CuSO,, CuCl,, Cu(NO,), und 
Cu(C,H,0,),]. Wenn das adsorbierte Kupfer die Sporen  titet, 
dann muB es in das Innere der Sporen eindringen, wo es das 
Protoplasma vergiftet und wenn man aus solchen Sporen mit 
Salzsiiure das Kupfer auch auslést, kénnen dieselben natiirlich 
ihre Keimfihigkeit nicht zuriickgewinnen. Solche Wirkung iibt 
aut die Steinbrandsporen das das Kupfer in Form von Komplexion 
[Cu(NH,),]"° enthaltende Kupfer-ammoniumsulfat. 


Aus der Vergleichung der in der Tab. VI mitgeteilten, auf 


feuchtem Boden durchgefiihrten Sporenkeimungsversuche ist er- 
sichtlich, da® die Beizung mit Kupfersulfat-, -chlorid- und -nitrat- 
lésungen die Auskeimung der Steinbrandsporen beinahe iiberein- 
stimmend verhindert, was damit erkliirt werden kann, daB die 
Kupferadsorption der Steinbrandsporen aus diesen Kupfersalzen 
fast gleich ist (nihere Daten in unserer ersten Mitteilung). Due 
Beizung mit ‘hnlichen kupferhaltigen Kupferacetatlésungen ver- 
hindert die Sporenkeimung stirker (Tab. VI), was damit in 
Verbindung gebracht werden kann, dab die Steinbrandsporen aus 
Kupferacetat um vieles mehr Kupfer adsorbieren, als aus den 
erwilinten Kupfersalzen, denn je héher der Kupfergehalt der Sporen 
ist, um so linger dauert die Auslésung des Kupfers aus der Sporen- 
wand und dementsprechend erreichen sie spiiter die die vollkommene 
Keimung bedeutende Jndexzahl 5. 
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Die wiihrend 15 Minuten gebeizten Steinbrandsporen adsor- 
bierten aus der 1°/,igen Kupfersulfatlésung 1,47°/, und aus der 
1/,°/,igen Kupferacetatlésung 1,81°/, Kupfer (Tab. II). Wenn 
wir die Keimung der mit diesen Lésungen gebeizten Steinbrand- 
sporen vergleichen (Tab. VI), so sehen wir, daf die Sporen- 
keimung mit gleicher Starke begann und sich fortsetzte. Ks iibte 
also bei den Kupferacetatsporen das 0,34°/, adsorbierte mehr 
Kupfer auf die Sporenkeimung keine verhindernde Wirkung. Ahn- 
liches ist wahrnehmbar, auch bei den mit 2°/ igen Kupfersulfat- 


Q'S 
und 3/,°/,igen Kupferacetatlésungen gebeizten Sporen (1,59 bzw. 
2,21°/, adsorbiertes Kupfer), trotzdem, daB hier das durch die 
Kupferacetatsporen adsorbierte mehr Kupfer (0,61°/,) noch gréBer 
ist als in dem vorherigen Falle (0,34°/,). Dies kann so erkliirt 
werden, daB das aus konzentrierten (1 und 2°/,) Kupfersulfat- 
lisungen adsorbierte Kupfer (1,47 bzw. 1,59°/,) in den Sporen 
stirker fixiert und so lést es sich durch die Bodenfeuchtigkeit 
schwerer aus, als das aus verdiinnteren (!/, und !/,°/,) Kupfer- 
acetatlésungen adsorbierte mehr Kupfer (1,81 bzw. 2,21°/,), dh. 
daB die Beizung mit konzentrierten Kupferlésungen 
wirksamer ist. Dasselbe kann man auch bei den einzelnen 
Kupfersalzen erfahren, wo mit der Steigerung der Konzentration 
die Keimung verhindernde Wirkung der Lésungen auf die mit ihnen 
sebeizten Steinbrandsporen sich steigert. Dieser Umstand (in erster 
Reihe bei der Kupfersulfatbeizung) kann ebenfalls keine zufrieden- 
stellende Erklirung in der mit der Konzentration der Kupfersulfat- 
lésungen nur in kleinem Ma6be steigernde Kupferadsorption finden. 

Laut diesen Erklirungen kann bei den mit verschiedenen 
Kupfersalzen gebeizten Steinbrandsporen, zwischen der Verhinderung 
der Sporenkeimung und den adsorbierten Kupfermengen nur dann 
ein Zusammenhang gefunden werden, wenn die Beizung mit Kupfer- 
salzlésungen von gleicher Konzentration bzw. Kuptergehalt ge- 
schieht. Wenn wir die Beizung mit Kupfersulfat und Kupferacetat 
aus diesem Grunde vergleichen, so zeigen die Daten der Tab. VII, 
daB das adsorbiete Kupfer von gréBerer Menge in jedem Falle 
auf die Sporenkeimung stiirker verhindernd wirkte. 

Wenn wir die Keimung der mit Kupfersulfat- und Kupfer- 
acetatlésungen wiihrend 15 Minuten gebeizten Steinbrandsporen 
mit der Keimung der mit Lisungen von iihnlichen Konzentrationen 
“ber wihrend 24 Stunden gebeizten Sporen vergleichen (Tab. VIII), 
finden wir, daB die 24 stindige Beizung im Gegensatz zu 
der 15 Minuten dauernden Beizung, die Sporenkeimung 
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viel stirker verhinderte. Beim Kupfersulfat ist zwischen der 
24 stiindigen und 15 Minuten dauernden Beizung betreffs der adsor- 
bierten Kupfermengen kein solcher Unterschied (Tab. II), daB die 
stiirker verhindernde Wirkung der 24 stiindigen Beizung mit der 
groBeren Kupferadsorption erklart werden kénnte. Die wirksamere 
Fahigkeit der liingeren Beizdauer kénnte so erklart werden, als 
die stirkere Wirkung der mit konzentrierteren Kupfersalzlésungen 
durchgefiihrten Beizung, d.h. es bindet sich in den Sporen 
durch die Steigerung der Beizdauer das adsorbierte 
Kupfer stirker und infolgedessen ist es schwerer aus- 
lésbar. 

Im Endresultate steigert sich also bei der Beizung der Stein- 
brandsporen mit Kupfersalzen die Wirksamkeit bzw. die Sporen- 
keimung verhindernde Wirkung des adsorbierten Kupfers mit der 
Konzentration der zur Beizung angewendeten Kupfersalzlésungen 
und mit der Beizdauer; diese Erscheinung ist in erster Reihe 
nicht auf die Steigerung der adsorbierten Kupfermengen, sondern 
auf die stiirkere Bindung bzw. schwerere Auslésbarkeit des adsor- 
bierten Kupfers zuriickzufihren. 

Auf diese Weise kann mit der gleichzeitigen Erhéhung der 
Konzentration der Kupfersalzlésungen und der Beizdauer die 
Wirkung der Beizung mit Kupfersalzlésungen auf die Steinbrand- 
sporen gesteigert werden; es ist aus den Versuchen der Tab. VIII 
ersichtlich, dab die 24 stiindige Beizung mit 2°/, igen Kupfersulfat- 
und -acatatlésungen die NKeimung der Sporen am stiirksten ver- 
hinderte. 

Zum direkten Beweis dessen, dab die Steigerung der Kon- 
zentration der Kupferlésung und der Beizdauer die starkere 
Bindung bzw. die schwerere Auslésbarkeit des durch die Steinbrand- 
sporen adsorbierten Kupfers ergibt, dienen unsere im folgenden 
bekanntzugebenden Versuchsergebnisse. 

Es wurden mit Kupfersulfat- und Kupferacetatlésungen gebeizte Stein- 
brandsporen mit 0,1 und 0,3°/, igen Salzsiiurelésungen unter gleichen Um 
stiinden extrahiert und die in den Sporen zuriickgebliebenen Kupfermengen 
(die durch Salzsiiure nicht ausgelésten) bestimmt; die gewonnenen Endresultate 
sind in der Tab. V zusammengefa8t dargestellt. Aus den mitgeteilten 
Daten ist ersichtlich, daB die Menge des in den Sporen zuriickgebliebenen, 
d. h. durch verdiinnte Salzsiurelisungen nicht ausgelésten Kupfers mit der 
Konzentration der Kupfersalzlésungen und mit der Beizdauer steigt, was 
beweist, da& das durch die Steinbrandsporen aus konzentrierteren Kupfer- 
salzlésungen und bei liingerer Beizdauer adsorbierte Kupfer in einer stiirkeren, 
schwerer auslésbaren Form gebunden wird. 
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Aus den mit Kupfersalzlésungen gebeizten Steinbrandsporen 
list die 0,5°/, ige Salzsiure das Kupfer nicht vollkommen, es 
bleibt eine nachweisbare Kupfermenge in den Sporen zuriick, und 
trotz alledem keimen diese Sporen auf Ca(NQ,),-Lésung gut aus 
(Tab. V1). Auf Grund dieser Erfahrung taucht die Frage auf, 
wieviel jene kleinste adsorbierte Kupfermenge ist, welche noch 
imstande ist die Auskeimung der Steinbrandsporen zu verhindern. 
Zur Priifung dieser Frage erbot sich als sehr geeignet das mit 
0,1°/, iger Salzséurelésung extrahierte Sporenmaterial, wo in den 
Sporen zwischen 0,19 bis 1,05°/, schwankende adsorbierte Kupfer- 
mengen zuriickblieben. Aus den Resultaten der mit verschiedenen 
kupferhaltigen Sporen auf Ca(NO,),-Liésungen durchgefiihrten Kei- 
mungsversuchen (Tab. LX) ist ersichtlich, dab bei den 15 Minuten 
hindurch gebeizten Sporen 0,48°/,, bei den 24 Stunden hindurch 
gebeizten Sporen 0,33°/, adsorbierte Kupfer die Keimung der 
Sporen zu verhindern imstande ist. Bei den wihrend 15 Minuten 
gebeizten Sporen stehen die die Keimung verhindernden 0),48°/, 
und die Keimung nicht verhindernden 0,23°/, adsorbierten Kupfer- 
mengen genug fern voneinander, es ist nun fraglich, ob das zwischen 
beiden Kupfermengen stehende ungefahr 0,3°/, adsorbierte Kupfer 
(also soviel, wieviel bei der wihrend 24 Stunden gebeizten Sporen 
die Keimung verhinderte) zur Verhinderung der Keimung nicht 
geniigend ist. Solche kupferhaltige Sporen gewannen wir auf die 
Art, dab wir 2 g Sporen mit 100 ccm 0,032°/, iger Kupfersulfat- 
lésung 15 Minuten hindurch beizten; unter solchen Umstiinden 
adsorbierten die Sporen gerade 0,3°/, Kupfer und diese Sporen 
keimten auf Ca(NO,',-Lésung gut aus, es ist also das bei der 
15 Minuten dauernden Beizung adsorbierte 0,3°/, Kupfer — ent- 
gegen der 24 Stunden dauernden Beizung — nicht imstande die 
Auskeimung der Steinbrandsporen zu verhindern. Wenn wir diesen 
Versuch mit 0,048°/, iger Kupfersulfatlésung wiederholten, adsor- 
bierten die Sporen 0,45°/, Kupfer und keimten diese Sporen nicht 
aus. Im Endresultate ist also bei der kiirzeren Zeit (15’) dauernden 
Beizung 0,45°/, jene kleinste adsorbierte Kupfermenge, welche 
noch imstande ist, die Auskeimung der Steinbrandsporen zu ver- 
hindern, d. h. es werden die mit Kupfersalzlisungen gebeizten 
Sporen dann auskeimen, wenn aus dem adsorbierten Kupfer sich 
soviel auslést, daB dessen Menge unter 0,45°/, sinkt. Bei der 
léngere Zeit (24 Stunden) dauernden Beizung erwies sich schon 
0,53°/, adsorbiertes Kupfer als wirksam, was mit der durch die 
Steigerung der Beizdauer eingetroffenen stiirkeren Bindung bzw. 
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schwereren Auslésbarkeit des adsorbierten Kupfers im Zusammen- 
hang steht. Dafiir spricht auch der Umstand, daB die Sporen- 
keimung verhindernde Wirkung der adsorbierten aihnlichen Kupfer- 
mengen (0,22, 0,23, 0,22, 0,24°/,) bei der 24 stiindigen Beizung 
stirker ist als bei der 15 Minuten dauernden (Tab. LX). 
Gewisse praktische Standpunkte in Betracht neh- 
mend, kann rund 0,5°', jene adsorbierte Kupfermenge 
sein, welche noch sicher die Auskeimung der Steinbrand- 
sporen zu verhindern imstande ist. Zur Verhinderung der 
Auskeimung der Hafertlugbrandsporen (Ustilago avenae) ist eine 
viel gréBere adsorbierte Kupfermenge notwendig; nach unseren 
Versuchen — iiber welche wir in der niichsten Mitteilung aus- 
fiihrlich berichten werden — keimen Haferflugbrandsporen, welche 
2,01°/, adsorbiertes Kupfer enthalten, noch gut aus. 
Laut den Daten der Tab. VI keimen die mit Kupfersalzlésungen 
15 Minuten lang gebeizten und nachher mit 0,5°/, iger Salzsiiure- 
lésung extrahierten Steinbrandsporen gut aus (beinahe wie die 
Kontrolle); ganz ahnliches ist auch bei den 24 Stunden lang ge- 
beizten Sporen wahrnehmbar, so dab im Endresultate zwischen 
der Keimung der mit Kupfersalzen 15 Minuten und 24 Stunden 
lang gebeizten und mit 0,5°/, iger Salzsiure extrahierten Sporen 
keine Differenz besteht. Man kann also mit 0,5°/, iger Salzsiure- 
lisung das bei der 24 stiindigen Beizung adsorbierte  stirker 
gebundene Kupfer auch leicht aus den Steinbrandsporen auslésen. 
Schon die 0,3°/,ige Salzsiiure lést den gréBten Teil des stirker 
gebundenen Kupfers aus (laut den Daten der Tab. V stehen die 
in den 15 Minuten und 24 Stunden lang gebeizten Sporen nach 
dem Extrahieren mit 0,3°/,iger Salzsiure zuriickgeblicbenen 
Kupfermengen nahe zueinander) um so mehr kann dies fiir das 
Extrahieren mit 0,5°/, iger Salzsiure gelten, wo in den 24 Stunden 
lang gebeizten und extrahierten Sporen nur Spuren des Kupfers 
zuriickbleiben. Laut diesen Angaben kann es als endgiiltig bewiesen 
betrachtet werden, daB die stiirkere verhindernde Wirkung der 
mit Kupferverbindungen durchgefiihrten lingeren Beizdauer, in 
erster Reihe auf die stiirkere, in schwerer auslésbaren Form ge- 
schehene Adsorption des Kupfers zuriickgefiihrt werden kann. 
Anders steht es bei den mit Kupfer-Ammoniumsulfat gebeizten 
Steinbrandsporen, welche bekanntlich weder nach Extrahieren mit 
Salzsiiure, noch auf feuchtem Boden auskeimen (Tab. VI). Wenn 


wir die mit 1/,°/,iger Kupfer-ammoniumsulfatlésung 15 Minuten 


lang gebeizten Sporen mit 0,5°/, iger Salzsiiure extrahieren, bleibt 
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in den Sporen 0,2 °/, Kupfer zuriick, d. h. eine solche Kupfermenge, 
welche die Auskeimung der Steinbrandsporen zu verhindern nicht 
imstande ist und trotzdem keimen diese Sporen nicht aus, was 
dafiir spricht, daB bei der Beizung mit Kupfer-ammoniumsulfat 
in das Innere der Sporen Kupfer eindringen mu, welches Kupfer 
sodann die Sporen giinzlich vernichtet. 

Pichler und Wéber') fanden, dab die Maisbrandsporen aus der Zink 
sulfat enthaltenden Kupfersulfatlésung mehr Kupfer adsorbierten als aus 


reinen Kupfersulfatlésungen, wovon sie — ohne dab sie Sporenkeimungs- 
versuche durchgefiihrt hitten — die Folgerung zogen, dab die Gegenwart 


des Zinkes die biologische Wirkung des Kupfers steigert. Als wir mit 
Steinbrandsporen aibnliche Versuche durchfiihrten, nahmen wir wahr, daB 
die Steinbrandsporen aus einer 2°/, Kupfersulfat und 2°/, Zinksulfat ent- 
haltenden Lisung gerade soviel Kupfer adsorbierten, als aus reiner 2°/, iger 
Kupfersulfatlésung (Tab. X). Wenn wir die mit Kupfersulfat und Kupfer- 
sulfat + Zinksulfat gebeizten Sporen auf feuchtem Boden oder nach einer 
Behandlung mit 0,3°/, iger Salzsiiure auf Ca(NO,),-Losung keimen lieben, war 
zwischen deren Keimung keine erhebliche Ditterenz; es steigert also bei den 
Steinbrandsporen das Zink die biologische Wirkung des Kupfers nicht 

Nach Thompson?) kann die Wirkung des Kupfersulfats auf die Stein- 
brandsporen mit Zugabe von Kochsalz gestvigert werden. Unsere Versuche 
zeigen, daf die Steinbrandsporen aus einer 2°/, igen Kupfersulfatlésung, 
welche 2°, Kochsalz enthilt, gerade soviel Kupfer adsorbieren, als aus 
reiner 2°), iger Kupfersulfatl6sung und laut unseren Keimunysversuchen be- 
einflubt die Gegenwart des Kochsalzes gar nicht die Wirkung des Kupfer- 
sulfats (Tab. X). Hier konnte man daran denken, dab in der viel Kochsalz 
enthaltenden konzentrierteren Kupfersulfatlésung vorhandene CuCl,-Mole- 
kiile nachdem das CuC}, lipoid ist (in Alkohol leicht léslich, wird auch 
von Ather aufgenommen)*) — in das Innere der Sporen eindringen und so 
die Vernichtung derselben verursachen kénnen. Zur Untersuchung dieser 
Voraussetzung wurden mit sehr konzentrierter 25°/, iger (stark griin, also 
viel CuCl,-Molekiile enthaltenden) CuCl,-Lésung Steinbrandsporen gebeizt, 
die Beizung mit einer solchen konzentrierten Kupferchloridlésung titete 
aber die Sporen auch nicht (Tabelle X). 


Wirkung sehr verdiinnter Kupferlésungen auf die Sporenkeimung. 


In unseren bisher bekanntgegebenen Untersuchungen unter- 
suchten wir die Wirkung des aus Kupfersalzlésungen adsorbierten 
\upfers auf die Steinbrandsporen und der Mechanismus der Kupfer- 
wirkung gewann auf Grund der Kupferadsorption eine total be- 
friedigende Erklirung. Es ist bekannt, daB in Kupferspuren ent- 
haltendes Wasser gelangende Steinbrandsporen nicht keimen; es 


) dx ©, 
*) N. F. Thompson, Phytopathology Bd. 11, S. 37 (1921). 
*) E. Schmidt, Lehrbuch d. pharmazeutischen Chemie Bd. I, 8.994 (1907). 
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ist nun fraglich, ob die Sporenkeimung verhindernde Wirkung 
des Kupfers in diesem Falle auch auf die Kupferadsorption zu- 
riickgefiihrt werden kann, oder ob das sehr geringe in geléstem 
Zustande vorhandene Kupfer als solches verhindernd auf den 
Beginn der Sporenkeimung wirkt. 


Jiingstens studierte Briggs’) die Wirkung sehr verdiinnter Kupfer. 
sulfatlisungen auf die Steinbrandsporen und fand, daB in 0,002 n Cus0.. 
Loésung (= 0,025°/, Cu) die Sporen iiberhaupt nicht auskeimten, die 0,000 " 
CuSO,-Lisung (= 0,01°%, Cu) verhinderte die Auskeimung und in einer 
0,0004 n CuSO,-Loésung (0,005°/9 Cu) keimten die Sporen normal. Diese 
Wahrnehmungen beschriinken sich einfach nur auf die Konstatierung der 
Tatsachen und erkliren tiberhaupt nicht den Mechanismus der Kupferwirkung. 

In unserer auf dieses Thema beziiglichen vorliufigen Mitteilung’) haben 
wir schon kurz der Wirkung sehr verdiinnter Kupfersulfatlésung auf die 
Steinbrandsporen Erwihnung getan und der Ansicht Ausdruck gegeben, 
dab im Falle sehr verdiinnter Kupfersalzlésung das in der Lésung vor. 
handene, sehr geringe Kupfer als solches verhindernd anf die Keimung der 
Steinbrandsporen wirkt. Laut unseren neueren und ausfiihrlicheren Unter 
suchungen ist hingegen auch bei den sehr verdiinnten Kupfersalzlésungen 
das adsorbierte und nicht das geléste Kupfer dasjenige, welches bei der 
Verhinderung der Sporenkeimung eine Rolle spielt. Zum Beweis dessen 
dienen die Ergebnisse unserer auf Ca(NO,),-Losung mit sehr kleinem Kupfer- 
gehalt und mit verschiedenen Sporenmengen durchgefiihrten Keimungsver 
suche (Tab. XI). Laut diesen Versuchen keimten 10 mg Steinbrandsporen 
auf 10 cem 0,1 und 0,075 mg Kupfer (in Form von CuSQ,) enthaltenden 
Ca(NO,), Lésungen iiberhaupt nicht aus (Versuche la und 2a); eine 0,05 mg 
Kupfer enthaltende Lésung verhinderte sehr stark die Sporenkeimung (Ver- 
such 3a), bei Kupfermengen von 0,04 bis 0,01 mg verminderte sich die 
verhindernde Wirkung proportional mit dem Kupfergehalt (Versucbe 4b bis 
8b); 0,001 mg Kupfer iibte schon auf 10 mg Sporen itiberhaupt keine Wirkunz 
aus (Versuch 9b) ja sogar der Kontrolle gegeniiber (Versuch 10b) kann in 
diesem Falle eine gewisse stimulierende Wirkung*) wahrgenommen werden. 
Wenn wir die Keimung nicht mit 10 mg sondern mit 50 mg Sporen durch- 
fiihrten, so keimten die Sporen noch auf eine 0,1 mg Kupfer enthaltende 
Ca(NO,),-Lésung genug gut aus (Versuch 1b), hingegen, wenn wir die Menge 
der gekeimten Sporen von 10 mg auf 5 mg verminderten, konnten die Sporen 
auf eine schon viel weniger und zwar 0,03 mg Kupfer enthaltende Lésung 
nicht auskeimen (Versuch 6 a). 

Aus diesen Daten kann festgestellt werden, daB die Keimung 
der Steinbrandsporen auf sehr verdiinnten Kupfersalzlésungen nicht 
nur von dem Kupfergehalt der Lésung, sondern auch von der — in 
die Lisung gelangende — Sporenmenge abhiingt, woraus folgt, dab 


1!) F.N. Briggs, Univer. of Calif. Publ. in Agricult. Sciences Bd. 4, 
1923). 

) A. a. OQ. 

’) G. Gassner, Zellstimulationsforsch. Bd. I, S. 467 (1925). 
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bei der Verhinderung der Sporenkeimung im Falle sehr verdiinnter 
Kupfersalzlésungen auch Adsorptionsersc heinungen mitwirken, d. h. 
es werden die Steinbrandsporen in sehr verdiinnter Kupfersalz- 
Jésung dann nicht auskeimen, wenn sie soviel Kupfer adsorbieren 
kdnnen, welche Menge gerade geniigend ist zur Verhinderung der 
Sporenkeimung. Diese Kupfermenge ergab sich laut unseren 
mit konzentrierteren Kupfersalzlésungen durchgefiihrten Unter- 
suchungen rund 0,5°/,; es ist nun fraglich, ob die in sehr 
verdinnte Kupfersalzlésungen gelangenden und dort nicht keimen- 
den Steinbrandsporen tatsichlich soviel (0,5°/,) Kupfer adsor- 
bieren kénnen, daB die Keimung verhindernde Wirkung der 
sehr verdiinnten Kupfersalzlésung mit der Kupferadsorption er- 
kliirt werden kann. 

Zur Untersuchung der Frage bestimmten wir die Kupferadsorption aus 
solchen verdiinnten Kupfersulfatlésungen, auf welchen die Steinbrandsporen 
nicbt auskeimten. Solehe Fialle waren die, via wir auf je 10 ccm 0,4, 0,3, 
0,2 mg CusO, + 5H,O enthaltenden Ca'NO,),-Lésungen je 10 mg Seoren 
keimen licBen (Versnche la, Za, 3a). Zur Be seein der Kupferadsorption 
wurden je 2 Liter 0,004, 0,003 und 0002°/,iger Kupfersulfatlésungen mit je 
2 ¢ Steinbrandsporen zusammengeschiittelt und nach Ablauf von 24 Stunden 
das adsorbierte Kupfer in den abfiltrierten und mit Wasser ausgewaschenen 
Sporen durch Veraschung des Sporenmaterials bestimmt. Aus den gewonnenen 
Resultaten (Tab. XI) ist ersichtlich, daB die Steinbrandsporen unter den ge- 
gebenen Umstiinden (1 Teil Sporen auf 1000 Teilen Lésung) aus sehr ver- 
diinnten Kupfersalzlésungen (0,601 bis 0,0005°/, Cu) 0,5 bis 0,8°/, Kupfer 
adsorbieren, welche Kupfermengen schon imstande sind, die Auskeimung 
der Sporen zu verhindern.') DaB die Sporenkeimung verhindernde Wirkung 
der sehr verdiinnten Kupfersalzlésung tatsiichlich vom MaBe der Kupfer- 
adsorption abhiingig ist, beweisen die Resultate derjenigen Adsorptions- 
untersuchungen, welche ebenfalls mit den sehr verdiinnten Kupfersulfat- 
lé6sungen von vorerwiéhnten Konzentrationen, aber nicht mit 10 mg, sondern 
mit 50mg Steinbrandsporen durchgefithrt wurden (1 Teil Sporen auf 200 Teilen 
Lésung), d. h. unter solehen Umstiinden, wo die Steinbrandsporen in sehr 
verdiinnten Kupfersulfatlésungen gut auskeimten (Versuche 1b, 2b, 3b). 
Die gewonnenen Resultate (Tab. XI) beweisen, daB die Steinbrandsporen 
auf diese Weise nur 0,09 bis 0,15°/, Kupfer adsorbieren (diese Kupfermengen 
machen '/, Teil der obigen aus, es verminderte sich also die Kupferadsorption 
in solchem Mabe, in welchem wir die Sporenmengen erhéhten), welche 
Kupfermengen nicht mehr imstande sind, die Auskeimung der Sporen zu 
verhindern. 


') Die in dem Versuch $a wahrgenommene, sehr kleine — kaum in 
Betracht kommende — Keimung kann darauf zuriickgefiihrt werden, daB 
bei der Keimung, wo die Sporen auf der Oberfliiche der kupferhaltigen 
Ca\NO;),-Lésung schwimmen, die Kupferadsorption nicht so vollkommen 
sein kann (es kann etwas unter 0,5°/, sein), als wenn wir bei der Bestimmung 
der Kupferadsorption die Sporen mit der Kupfersalzlisung gut durchschiitte In. 
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Bei unseren Keimungsversuchen auf sehr verdiinnten Kupfersalzlosung: n 
adsorbierten die angewandten Sporenmengen das Kupfer aus der Lisung 
nicht vollkommen!), denn bei der Beendigung der Keimungsversuche haben 
wir in jedein Falle von den Sporen abfiltrierten 10 cem Ca(NO,),-Lésung hzy, 
in dem zu 1 ecm eingedampften Rest dieser Lésungen mit dem Uhlenhuth- 
schen?) Reagens positive Kupferreaktion bekommen. Einerseits der Umstand. 
daB es gelang die Gegenwart des Kupfers in jenen Ca(NQ,), - Lésungen 
nachzuweisen, in welchen die Sporen gut auskeimten, andererseits, daB die 
nicht keimenden Sporen abfiltriert und ausgewaschen auf reiner (ganz 
kupferfrei) Ca(NO,), Lésung nicht auskeiimten, beweisen, daB bei den in 
sehr verdiinnten Kupfersalzlésungen gelangten und dort nicht keimenden 
Steinbrandsporen nicht die in der Lésung vorhandenen Kupferspuren, sondern 
das durch die Sporen adsorbierte Kupfer zur Verhinderung der Keimung dient. 

Auf Grund unserer Versuche ist der Wirkungsmechanismus 
der sehr verdiinnten Kupfersalzlésungen auf die Steinbrandsporen 
folgender: Die in die sehr verdiinnte Kupfersalzlésung gelangten 
Steinbrandsporen trachten das ihre Keimung verhindernde Kupfer 
zu adsorbieren. Ist die adsorbierte Kupfermenge weniger als 
0,5°/, —- welcher Umstand dann eintritt, wenn in die sehr ver- 
diinnte Kupfersalzlésung viel Sporen gelangen — keimen die 
Sporen aus, widrigenfalls, wenn also die Kupferadsorption 0,5° 
oder gréBer ist, d. h. wenn in die verdiinnte Kupfersalzlésung 
wenig Sporen gelangen, bleiben die Sporen im Ruhezustande und 
keimen bis dahin nicht aus, bis sich aus dem absorbierten Kupfer 
zu mindest soviel auslést, daB dessen Menge unter 0,5°/, komntt. 
Die Kenntnis der Wirkung der sehr verdiinnten Kupfersalzlésung 
auf die Steinbrandsporen hat bei der zum Schutz gegen Weizeu- 
steinbrand jiingstens angewendeten ‘Trockenbeizung eine grolie 


praktische Bedeutung. 
Experimenteller Teil. 


Die Bestimmung der Kupferadsorption der Steinbrandsporen. 


Wir haben zur titrimetrischen Bestimmung des Kupfers bei den in 
unserer ersten Mitteilung bekanntgegebenen Kupferadsorptionsuntersuchungen 
das Zeechinische Verfahren gebraucht. Diese Methcde gab gute Resultate, 
es zeigte sich aber zweckmiBiger die Anwendung des Bruhnsschen’) Ver- 
fahrens, denn bei dieser Methode ist nur eine MaBlisung nétig, man kann 
also damit schneller arbeiten als mit der zwei Mablésungen beanspruchenden 
Zeechinischen Methode; bei der Bruhnsschen Kupfertitration ergibt die 
verbrauchte Thiosulfatlésung direkt den Kupfergehalt der Lésung. Beziiglich 


') Wenn wir zu dem Versuch mehr Sporen anwenden, dann kann das 
in der Lésung vorhandene Kupfer vollkommen adsorbiert werden. 

*)} Uhlenhuth, Chem.-Ztg. Bd. 84, S. 887 (1910), 

8) G. Bruhns, Chem.-Ztg. Bd. 42, 8, 301 (1908); Zs. f. analyt. Chem 
Bd. 59, S. 337 (1920). 
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der Durchfiihrung der Bruhnsschen Titration weisen wir auf unsere Mit- 
teilung?) hin. 

Zur indirekten Bestimmung der Kupferadsorption der Steinbrand- 
sporen wurde 50 ccm von der piinktlich bekannten kupferhaltigen Lisung 
in eine 200 ecm-Flasche hineingewogen, 1 g Sporen hineingestreut, gut durch- 
geschiittelt und nach '/, bzw. 24 Stunden (inzwischen wurde der Gehalt der 
Flasche nochmals gut durchmischt) die Lésung durch Faltenfilter in einen 
trockenen Kolben filtriert und das Kupfer in 25 cem des Filtrates bestimmt. 
Wenn wir das Doppelte der gefundenen mg Kupfers von dem urspriinglichen 
Kupfergehalt der zum Versuche angewendeten 50 ecm-Lésung abzichen, 
ergibt der '/,, Teil des gewonncnen Resultates das durch die Steinbrandsporen 
adsorbierte Kupfer in °), ausgedriickt. Mit separaten Versuchen iiberzeugten 
wir uns davon, daB die aus den Sporen wiihrend der Adsorption sich aus- 
lésenden Substanzen die Bruhnssche Titration nicht stéren. Wir haben 
zur Titration des Kupfers bei konzentrierten Kupfersalzlésungen n/20 und 
bei verdiinnteren 0/50 Thiosulfatlésung gebraucht. Zur Einstellung der 
Thiosulfatlésung wurde eine solche Kupfersulfatlésung angewendet, deren 
Kupfergehalt auf elekrolytischem Wege bestimmt wird. 1 eem n/20 Na,S,O,- 
Lisung = 3,178 mg Cu; 1 cem n/50 Na,S,O,-Lésung = 1,271 mg Cu. 

Zur direkten Bestimmung der Kupferadsorption der Steinbrandsporen 
wurde 1 g Sporen mit 50 cem Kupfersal!zlésung auf die bei der indirekten 
Bestimmung bekanntgegebene Weise behandelt, die abfiltrierten Sporen mit 
kaltem destillierten Wasser solange gewaschen, bis das Filtrat mit dein 
Uhlenhuthschen?) Reagens keine Kupferreaktion mehr gab. Nachher 
wurden die ausgewaschenen Sporen mit dem Filtrierpapier zusammen in 
einen Erlenmeyer-Kolben gegeben, 20 bis 25 ccm heibe 10°/, ige Salzsiiure 
daraufgeschiittet (die heiBe Salzsiiure list die letzten Spuren des Kupfers 
aus den Steinbrandsporen aus), nach einem '/, stiindigen Stehen filtriert und 
die auf dem Filter vorhandene Sporensubstanz solange mit Wasser gewaschen, 
his in dem Filtrat kein Kupfer mehr nachweisbar war. Das Filtrat wurde 
ein wenig eingedampft, mit Ammoniak alkalisch gemacht und nach Ansiiuerung 
mit Schwefelsiiure nach der Menge des vorhandenen Kupfers entweder mit 
n/20 oder n/50 Thiosulfatlésung titriert. Der '/,, Teil des gewonnenen mg 
Kupfers driickt das adsorbierte Kupfer in °/, aus. Mit dem zu qualitativen 
Nachweis des Kupfers gebrauchten Uhlenhuthsechen Reagens *%) (1,2-Diamino- 
antrachinon-3-sulfosiiure) kann man sehr minimale Menge Kupfernach weisen ‘), 
es entsteht nach Zugabe von 1 bis 2 Tropfen des rotfarbigen Reagens in Gegen- 
wart von Kupfer eine dunkelblaue Fiirbung; von den bekannten Kupfer- 
reaktionen ist diese die empfindlichste. °) 


') J. Bodnaru. A. Terényi, Zs. f. analyt. Chem. Bd. 69, S. 260 (1926). 

*) Aa. O. 

*) Das Uhlenhuthsche Reagens wird dureh Aufliésen von 0,1 ¢ 
1,2-Diaminoantrachinon-3-sulfosiiure in 100 cem Wasser und Zugabe von 
8 cem 32,5°/,ige Natronlaugelésung bereitet. Das Reagens verliert wibrend 
des Stehens von seiner Empfindlichkeit, so daB es liinger als 3 bis 4 Wochen 
nicht brauchbar ist; deshalb ist es zweckmiBig, die beiden Lisungen separat 
aufzubewahren und vor dem Gebrauch zusammenzuzieBen. 

*) Nach Uhlenhuth ist das Kupfer in einer Verdiinnung von 1: 10000000 
noch nachweisbar. 

*) A. Wober, Oster. Chem.-Ztg. Nr. 11 (1918), (Sonderabdruck). 
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Die Resultate der mit verschieden konzeuatrierten Kupfersulfat-, -aceta: 
und -ammoniumsulfatlésungen durchgefihrten indirekten und direkten Kupf 
adsorptionsbestimmungen sind in der Tab. IT und II] zusammengefabr. 

ry 
Tabelle IL. 


Indirekte Bestimmung der Kupferadsorption der Steinbrandsporen. 





























Im Verglei 
r . ‘ e Y “f)\ 
Konzentration In 50 cem | Adsorbiertes | Mit CuSO 
” um WIevit 
An- vor der Filtrat Cu Cu oe ' 

» ist die ¢ 
gewandte Adsorption mg i # Adsorption 
Kupfer- eréBer 
rerbi elauf CuSO : : 

verbindung - nee ye in —— 
“32, 50ceem Cu 
berechnet - bas " ad 
“1. mg 15 ya 15 24 . 15 7 { 
1), 30,8 18,8 17,9] 1,20 129 | — 
Kupfer- JP 61,6 47,3 45,8 | 1,44 1,58 ~- 
sulfat | 1 123,83 |108,6 107,2] 1,47 1,61 - 
2 246,7 230,8 220,9 | 1,59 1,68 
ul, 28,0 9,9 6,6 | 1,81 2,14 D1 6 
Kupfer le 56,1 84,0 26,9] 2,21 , 2,92 53 85 
acetat | 1 112,2 88,2 7,2 | 2,40 , 3,50 63 114 
2 2244 11969 185.2] 2,75 | 3,92 | 73 9 13 
Kupfer- le 30,8 5,0 4,5 7 2,58 | 2,63 115 104 
ammo- tls 61,6 25,6 24,3 1 3,6 3,74 151 137 
nium- | 1 123,3 79,2 79,1 | 4,41 4,42 7 200 | 17 
sulfat 2 246,7 |195,5 191,5 | 5,12 5,52 | 222 | 229 
Zur Durchfiihrung der in der Tab. V zusammengefaBten Versucl: 


wurden je 3g Steinbrandsporen mit je 50 eem Kupfersulfat- und -acetat- 
lisungen gebeizt. Nach der Beizung wurden die Sporen filtriert und ini! 
Wasser solange gewasehen, bis das Waschwasser keine Kupferreaktion meli 
gab. Die auf den FViltrierpapieren vorhandenen Sporen wurden mit 
100 ecem 0,1 und 0,3°/,iger Salzsiurelésung in Pulverflaschen tiberwasch:n. 
mehrmals gut geschiittelt, nach '/, stiindigem Extrahieren filtriert, bis zum 
Terschwinden der Kupferreaktion gewaschen, auf Zimmerte ratur trockn 
\ ] len der Kupferreaktion gey hen, auf Zimmertemperatur trock 
gelassen und in je 2 ¢@') extrahierten, lufttrockenen Sporen das Kupfer 10: 
die bei der direkten Bestimmung der Kupferadsorption bekanntgegebenen 
Weise mit n/50 Na,S,0,-Lésung bestimmt. Die Tab. V stellt die in do 
Sporen zuriickgebliebenen Kupfermengen in Prozent dar. 





') Nachdem beim Extrahieren mit Salzsiurelésung aus den Sporen v: 
schiedene Substanzen sich auslésen, vermindert sich das Gewicht der Spore: 
(diese Verminderung ist im Mittelwerte 9°/,) und 2g extrahierte Sporen ent 
sprechen 2,18 g urspriinglichen Sporen, welcher Umstand bei der Berechnun 
der Cu-Prozente in Betracht gezogen werden muB, 
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Tabelle III. 
Direkte Bestimmung der Kupferadsorption der Steinbrand- 
sporen. 

















Konzentration Adsorbiertes Kupfer 
Angewendete ( 
auf 0 
Kupfer- CuSQ, + 5H,0O Beizd 
, berechnet eietitatei 
verbindung re 
/o 15’ oJ 
‘ls 1,18 1,37 
r . , 1/ QC ro 
Kupfersulfat 2 1,3% 1,53 
1 1,44 1,60 
2 1,51 1,60 
, 1,79 2,13 
t gfe Highs 
= e 1 ) 9 
Kupferacetat 2 2,18 2,59 
1 2,30 3,47 
2 2,72 3,90 
1 { ») 59 9 y4 
- my ot Ger 
Kupfer-ammo- , aes cic 
niumsulfat | . ri ptt 3,69 
1 4,32 4,44 








Adsorptionskurven der Kupferadsorption der Weizensteinbrandsporen : 
Bei einer Beizdauer von 15 Minuten 





wt 
n 
g 
>< = 
eo 
é ' an ee os = m 
= #2. asada 
of 
} 
¢ 20 50 200 &So0 *o0 350 609 C-XK ° o5 10 5 20 ‘ 
ao a AL) 
Fig. 1. Fig. 2. 
Bei einer Beizdauer von 24 Stunden 
¥ 
on 
ie 8S 
ac 
mn e 
5 o>. é al 
“Cc oe ~~ 
- aes = - ™ 
« _ . re oe a e 
mS 
y 
: So co 50 Lola 250 % +00 C-X - 05 ‘o} eco «2 so \joa\cras 
Fig. 3. Fig. 4. 
Kupfersulfat. - Kupferacetat. 
——+--e—e- + Kupfer-ammoniumsulfat, 
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‘Tabelle 


[\. 


Giiltigkeit der Adsorptionsformel aut die Kupferadsorption der Steinbrandsporen. 





Beiz- 


dauer 


15’ 


} 
24! 





Kupfer- 


verbindungen 


Kupfersulfat 


Kupferacetat 


Kupfer-ammo- 
niumsulfat 


Kupfersulfat 


Kupferacetat 


Kupter-ammo- 
niumsulfat 


: 
| 





Konzentration 
auf 
CuSO, +5H,0O 


berechnet 


"Io 








cem 
Cc C=—F 
O58 36% 
194 170,6 
97 74,1 
48,5 29,5 
353 309,7 
176,5 138,7 
88,2 53,5 
44,1 15,7 
388 307,5 
194 120,6 
97 40,2 
48,5 7 
388 361,4 
194 168.5 
97 72,8 
48,5 28,3 
353 291,3 
176,5 121,5 
88,2 42,3 
44,1 11,5 
388 301,3 
194 120,5 
97 38,1 
48,5 7,1 





log x 


1,3979 
1,3692 


tn 
pos 
woe 


© 
Ha al Ol 


1,305 


1,7903 
1,7404 
1.6618 
1,5193 


1,9385 
1,8420 
1,7701 
1,6130 





loge-2z 


2,5599 
2,2345 
2,2345 

1,4698 


904 
2.1421 
2,7284 


1,1931 


2,4878 
2,0817 
1,6042 
0,8451 


2,05%9 
2,2266 


1,8591 
1,4518 
2.4643 
2,0828 
1,6263 
1,0607 
2,4790 
2.0817 
1,5809 
0,8451 





1,12 


1,30 


1,15 


1,34 


1,45 


I: 


13,18 


19,95 


31,62 


14,19 


28,2 








0,105 


0,1333 


0,1083 


0,1750 


0,2000 





‘dies 
Cu 
Gef. Ber. 
0 o/ 
/o 0 
1,59 1,56 
1,47 | 1,44 
1,44 1.31 
1,20 1,19 
2,75 2,73 
2.40 2.45 
2,21 2,16 
1,81 1,83 
5,12 4,93 
4,41 4,26 
3,61 3,59 
2.58 2,72 
1,69 1,70 
1,62 1.59 
1,57 1,4: 
1,29 1,29 
306 2 3.90 

3,50 3,40 
2 ae 2,74 
2,14 216 
5.52 5,59 
4,42 4,65 
3,74 3,69 
2,63 2,63 
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Tabelle V. 


Kupfergehalt der mit Kupfersalzlésungen gebeizten Steinbrandsporen 
nach Extrahieren mit 0,1 und 0,3 °/,igen Salzsiurelésungen. 











0,1 °/,ige Salzsiiure- | 0,3 ° ,ige Salzsiiure- 
Zur Beizung | Konzentration losung losung 
ange wendete auf Beizdauer 
Kupfer CuSO, +5H,O ——___ — 
2 i ed 94h pl 94h 
: berechnet 15 | <4 15 24 
verbindung sn 9/ Yu Cu Cu Cu 
0; 0 0 0.0 
/0 /0 ay 
| 
P 0,19 0,22 007 | 0,08 
ae P 0,20 0,24 0,08 0,10 
ee | 1 0,22 0,33 0,09 =| 0,11 
2 0,23 0,42 0,11 | 0,14 
7 0,48 0,72 0,09 | 0,14 
1 0,54 0,85 0,10 | 0,18 
, 2 ’ ’ ? | ? 
>; =) a ¢ 
Raperenents 1 0,62 0,98 0,12 0,24 
2 0,65 1,05 0,20 0,32 











Durchfiihrung der Keimungsversuche mit Steinbrandsporen. 
a) Auf 0,1°/,iger Ca(NO,\,-Lésung. 


Die Steinbrandsporen keimen in reinem Wasser iiberhaupt nicht gut. 
Riehm!’) empfiehlt zur Keimung der Steinbrandsporen verdiinnte (0,05 bis 
0,75°/,) Ca(NO,),-Lésung, auf welchen die Sporen auf Grund auch unserer 
eigenen Erfahrungen gut keimen; wir haben zu unseren Sporenkeimungs- 
versuchen stets eine 0,1 °/,ige Ca(NO,),-Lésung gebraucht. Zur Durchfiihrung 
der Keimungsversuche wurden auf die in die VPetrischale gegossene 
10 ecm 0,1°/,ige Ca(NO,),-Lésung 10 mg Brandsporen derart gestreut, 
dab die Brandsporen gleichmiBig auf der Oberfliiche der Lisung schwimmend 
bleiben. Die in die Lésung gesunkenen Steinbrandsporen keimen niimlich 
nicht, was laut Rabiens*) neueren Untersuchungen darin seine Erklirung 
findet, daB zur Keimung der Steinbrandsporen die Gegenwart von Sauer 
stoff nétig ist; deshalb ist es empfehlenswert, die Sporenkeimungsversuche 
in nicht zugedeckten Petrischalen durchzufihren’), Die Petrischalen 
wurden im verdunkelten Keimungsschrank bei 15 bis 17° gehalten; wichtig 
ist die Kinhaltung der Temperatur, welche auch niedriger sein kann als 


') E. Riehm, Mitt. aus d. Biolog. Reichsanst. f. Land- u. Forstwirtsch. 
Bd 15, S. 20 (1920). 

*) H. Rabien, Arb. aus d. Biolog. Reichsanst. f. Land- u. Forstwirtsch. 
Bd. 15, S. 297 (1927). 

*) Laut Rabien keimen die Steinbrandsporen in destilliertem Wasser 
auch gut, wenn man die Keimung in nicht zugedeckten Petrischalen 
durchfiihrt; die Rolle des Ca(NO,),-s wire auch, irgendwie die Sauerstoff- 
versorgung der Sporen zu steigern. 
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Tabelle VI. 


Keimung der mit Kupfersalzlésungen gebeizten Steinbrandsporen: 
a) nach Behandlung mit 0,5°,iger HCl auf Ca(NO,),-Lésung, 
b) auf feuchtem Boden. 


Beizdauer: 15 Minuten. 




















Konzen- Indexzahl der Sporenkeimung nach 
Zur Beizung tration 
ange wendete auf 3 3 7 3 5 6 
¢ . CusO -}- - 
Kupfer- . / ry ry 
5H,O Pagen lagen 
verbindung — | perechnet deaciiaabegnctel 
in 9, JAufCa(NO,),-Lisung Auf feuchtem Boden 
i { t 9 ze $,5 D — 
¥ . 1,’ : > 4 ) 2 5 - 
Kupfersulfat ’ : , ; 
| t ) — 2,0 4,5 ) 
2 o 4 2 2 4 3 
JF t a _ 4,5 5 aon 
1  - x 2 . 
— , r d,0 9) 4,5 dD 
Kupterchlorid ‘ ea is , 
| 35 2 4, ) 
2 3 4 5 2 45 | 5 
? 1 — 
/, 4 2] ne { e - 
K f it t . » 4 5 2,0 4.5 
Aupfernitra . ; ; ‘ 
35 |) 4,5 2 4 ’ 
y 3 15 5 15 | 35) 5 
JP 4 5 — | 25 | 45) 5 
Kupt tat 2 3,9 t - 4 3 
Aupteraceta : ; : 
on 1 3 { 1 5 5 
2 3 { 5 1 25 | 4 ! 
‘le 0 0 0') 0 0 |; 0 0") 
Kupfer-amimo- "Ie 0 0 0 0 0 | O 0 
niumsulfat 1 0 0 0 ) Oo | O ( 
2 0 0 0 0 0) 0 0 
Mit Wasser gebeizten 4 | « _ a a a 
Kontrollsporen i. | 
Mit 0,5°,,iger HCl ge- | ri - _ 7 _ 
beizten Kontrol!sporen | , 
Mit Wasser gebeizten |] __ —_ 4 = _ 
Kontrol!sporen j | 





‘) Keimung konnte auch nach 20 Tagen nicht beobachtet werden. 
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15 bis 17°, héher aber méglichst nicht, denn bei 20° vermindert sich die 
Keimfiihigkeit der Sporen und bei 25° keimen sie sehr schwach. Die Aus- 
keimung der Steinbrandsporen wurden anfangs alle 2 bis 3 Tage, sodann 
vom 10. Tage angefangen jeden fiinften Tag auf die Weise beobachtet, 
daB wir die Petrischale auf dem Objekttisch des Mikroskops legten und 
die ganze Oberfliche der Ca(NQg),-Lisung mit vierzigfacher VergréBerung 
untersuchten. 

Die Feststellung des MaBes der Sporenkeimung ist mittels piinktlichen 
Auslesens der keimenden Sporen nicht durchfiihrbar; wir gelangen in den 
Besitz untereinander gut vergleichbarer Daten, wenn wir anniihernd das 
Prozent der keimenden Sporen schiitzen und das Ergebnis in Zahlen auf 
folgende Weise ausdriicken: 


Indexxahlen der \ i - ‘ . 
Sporenkeimung | : 
Keimende Sporen O°/, bis 1°/, bis 5°, bis 10°/, bis 40°), iiber 50 


Die dazwischen fallenden Indexzahlen driieken die Zahlen von 0,5, 
1.5, 2,5, 3,5, 4,5 aus. Nach ciniger Ubung kann mit einer Piinktlichkeit 
von 0,5 festgestellt werden, mit welcher Indexzahl das MaB der wahr- 


‘ 1 ee 
cenommenen Sporenkei:nung ausgedriickt werden kann. 


4 i 7 
Tabelle VII. 
Wirkung des adsorbierten Kupfers auf die Keimung der Steinbrandsporen 
auf feuchtem Boden. 


Beizdauer: 15 Minuten. 








Zur Beizung KKonzentration Ab- Indexzah! der Sporenkeimung 
angewrndete |, aut sorbiertes on 
ae -ral * {CuSO, + 5H,O 3. ‘ Q Q 
Kupfer- berechnet Kupfer ; " ' ' 
verbindung in °/, o/, Tagen 
Kupfersulfat ss i 1,20 3,5 5 -- - 
Kupferacetat om 1,81 2,5 4,5 5 
Kupfersulfat - 1,44 3 5 — 
r lo - 
Kupferacetat a 2,21 2 4 5 --- 
Kupfersulfat 1,47 2,5 4,5 5 
Kupferacetat 2,40 1 3 5 — 
Kupfersulfat i 1,59 2 f h 
Kupferacetat ~ 2,75 2,5 4 
Mit Wasser gebeizten | - 
— 4 | ) — we 
Kontrollsporen J 
| 








) Auf feuchtem Boden. 


Die Keimung auf dem Boden wandte zuerst Volkart') an. Wir be- 
reiteten den Boden zur Keimung folgenderweise vor: der Boden wurde 
zuerst geschlimmt, sodann der 60—70°/, Wasser enthaltende geschliimmte 


i) A. a. O. 
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Tabelle VILL. 


EinfluB der Beizdauer auf die Keimung der mit Kupfersulfat und Kupfer 
acetat gebeizten Steinbrandsporen auf feuchtem Boden. 








Zur Beizung 
angewendete 
Kupfer- 
verbindung 


Kupfersulfat 


Kupferacetat ‘ 


Keimung von Steinbrandsporen mit verschiedenem 
Ca(NO,),-Lésung (vgl. Tab. V). 














Konzentration 
auf 
CuSO,+ 5H,O 
berechnet 
in °/, 





Beiz- 


dauer 


15’ 


94h 





Indexzahl der Sporenkeimung nach 


“~~ 
~ 
_— 


hm hw: 
rad 


Oomnwe 
on 


yt 


e 
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cCosceS — ret PO DO 
qr cr y 


Tabelle IX. 


5 6 
5 sie 
5 ints 
4,5 15 
4 5 
5 ~- 
3 5 
2 4 
| 3 
4.5 15 
4 > 
| 3 +) 
2,0 4 
1 4 
] 2.5 
1 2.5 
i 1 2 


8 


Tagen 


10 


1; 


D 


DO DO PO 


OT or 


20 


Kupfergehalt auf 





Kupfergehalt 
der Stein- 
brandsporen 


m */, 


0,19 
0,20 
0,22 
0,23 
0,48 
0,54 
0,62 
0,65 


0,22 
0,24 
0,33 
0,42 
0,72 
0,89 
0,95 





1,05 


Beiz- 


dauer 


15’ 
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Tagen 


10 


15 
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Oe 
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To petlie xa 


Keimungsversuche der Steinbrandsporen auf sehr verdiinnten Kupfersulfatlosungen 








Kupfergehalt von 10 ecm 
ge ? ' , 
tig 2 ne XZ nkeimung nach : 
GeQlO,)yLBene Zum Versuch Indexzahl der Spore g Ad 
Nr. der angewendete |— sorbiertes 
Taye . > ’ Ss ‘ ¢ rm € ry U 
\ ( rsuche Cu sO, + Cu Cu Sporenmenge 3 ov 7 10 12 | 1 Kupfer 
5H,O in 9) 
<= mg mg rie mg ‘Tagen 
~~ 
a 
2 ls 0,40 0,100 0,00100 10 0 0 0 | oO 0 0 0,8 
o b 50 0 1 2 4 4 4 0,15 
zit on 0,30 0.075 0,00075 10 0 0 0) | 0 0 0 0,6 
2 i) | 50 0) hr | — — 0,1 
= Sa 0,20 0,050 0.00050 10 0 0 0 | 1 O—1 1 0,5 
rn b 50 0 1—2 5 | ; — 0,09 
= 4a 0,16 0.040 0,00040 d 0 0 oO | 0 0 0 — 
bei b | 10 0 O—1 3 | 5 ~ — — 
= da 0.12 | 0,030 0,00030 5 0 0 0 | 0 o—1 0-1 — 
te hb | 10 0 1 4 8 as sie _ 
5 ba 0,10 0,025 0.00025 5 0 0 0 | 0 J | G4 sini 
> b 10 0) 2 5 - — o> a 
7 Ta 0,08 0.020 0,00020 D 0 1 3—4 3—4 4 _ mo 
™ b 10 0 2 a -- — — 
Sa 0,04 0,010 0.00010 5 0) 2 5 : — 
fe) 10 0 3 4a — —- 
9a 0.004 , 0,001 0,00001 Dd 0) 4 D — - : 

b 10 () 5 i — ; on 
= 10; , . : , F , 5 : one 
D \ | Mit Wasger gebeizter Kon- | Pr : ee ‘ , | 
— “4 a “¢ gp eee ~ . : eats 

j | troll: poren | 50) | 3—4 4 4 { i 
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Boden in Petrischalen gegossen und der in den Schalen gleichmibiy 
sich verbreiteten Boden 1 bis 2 Tage hindurch bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Auf diese Weise verminderte sich der Wassergehalt des Bodens 
auf 40 bis 50°/, und wir erhielten eine feste, feuchte Bodenschichte von 
yollkommen glatter Oberfliiche. 

Auf dem derartig bereiteten Boden streuten wir mit Ililfe eines vorerst 
ausgegliihten Metallsiebes etwa 20mg Steinbrandsporen, und die Beobachtung 
der Sporenkeimung und die Feststellung des MaBes derselben geschah gerade 
sy wie bei der auf Ca(NO,),-Lésung durchgefiihrten Keimungsversuchen. 

Zu den Keimungsversuchen wurde die Beizung der Steinbrandsporen 
auf die Weise durchgefiihrt, daB etwa 0,5 g Sporen in eine trockese Epruvette 
gestreut wurden, die Epruvette wurde bis zu */, Teilen mit Beizlésung ge- 
fiillt, mehrmals gut geschiittelt und die Epruvette mit der Lisung bis an 
den Rand gefiillt. Es gelang auf diese Weise zu sichern, dab jede einzelne 
Spore innerlich mit der Beizlésung in Beriihrung kommen kénne. Nach 
Ablauf der Beizdauer wurden die Sporen auf kleinem Filtrierpapier filtriert, 
mit Wasser ausgewaschen, an der Luft trocknen gelassen und zu den Keimungs- 
versuchen die lufttrockene Sporensubstanz gebraucht, 


Zusammenfassung. 


1. Das durch die Weizensteinbrandsporenaus Kupfersulfatlésung 
adsorbierte Kupfer tauscht sich zu 55°/, mit den aus den Sporen aus- 
ditftundierenden Wasserstoff- und zu 45°/, mit Metallionen aus. 

2. Die Steinbrandsporen adsorbieren mit der Erhéhung der 
Konzentration der Kupfersalzlésungen und der Beizdauer aus 
Kupferacetat 51 bis 133 und aus Kupfer-Ammoniumsulfat 115 
bis 229°/, mehr Kupfer als aus Kupfersulfat. Die absolute Menge 
des adsorbierten Kupfers ist z. B. aus 2°/, igen Liésungen bei einer 
Beizdauer von 24 Stunden 1,68, 3,92 und 5,52°/). 

3. Auf die Kupferadsorption der Steinbrandsporen ist die Ad- 
sorptionsformel 2 = & (ec — 2)" giiltig. Die Kupferadsorption steigert 
sich mit der Erhéhung der Konzentration der Kupfersalzlésungen in 
absolutem Werte und vermindert sich in relativem Werte. Die abso- 
luten und relativen Adsorptionswerte aus Kupfersulfat, -acetat und 
-oxvdammoniak stehen aniihernd im Verhiltnis 1:2:3 zueinander. 

4, Die Beizung mit Kupfersalzlésungen [CuS0O,, CuCl,, Cu NO,),, 
Cu(C,H,0,),| tétet die Steinbrandsporen nicht, denn die ge- 
beizten und auf Ca(NO,),-Lisung nicht keimenden Sporen, 
keimen nach einer Behandlung mit Salzsiiure auf Ca(NO,),-Lisung 
und direkt auf feuchtem Boden gut aus. Diese Erscheinung ist 
so erklirlich, daB die Salzsiure oder die Bodenfeuchtigkeit aus 
der Sporenwand das von den Kupfersalzliésungen adsorbierte und 
die Sporenkeimung verhindernde Kupfer (welches als Kupfereiweib 
und -phosphat vorhanden ist) auslést. 








182 J. Bodnir und A. Terényi, Biochemie der Brandkrankheiten usv,, 


5. Die mit Kupfer-ammoniumsulfat gebeizten Steinbrand- 
sporen keimen nach einer Behandlung mit Salzsiiure sowie aut 
feuchtem Boden nicht aus, was so erklirlich ist, daB das in Form 


von Komplexion [Cu(NH,),]° vorhandene Kupfer — abweichend 
vom einfachen Cu’-lon — in das Innere der Sporen dringt und 
dadurch deren Vernichtung verursacht. 

6. Bei der Keimung auf feuchtem Boden, — wo die Aus- 


lésung des adsorbierten Kupfers von den Sporen abweichend yor 
der Auslisung mittels Salzsiure nicht auf einmal sondern stufen- 
weise geschieht — keimen die mehr Kupfer enthaltenden Sporen 
spiiter aus. Dieser Zusammenhang zwischen der Menge des adsov- 
bierten Kupfers und der Verhinderung der Sporenkeimung kann 
jedoch nur bei mit gleich konzentrierten Kupfersalzlésungen (gleicher 
Kupfergebalt) und bei derselben Beizdauer gebeizten Steinbrand- 
sporen festgestellt werden, 

7. Die Wirksamkeit bzw. die Sporenkeimung verhindernde 
Wirkung des adsorbierten Kupfers erhéht sich mit der Konzentration 
der zur Beizung angewendeten Kupfersalzlésungen und mit der 
Beizdauer, welcher Umstand aber in erster Reihe nicht auf die 
Erhéhung der adsorbierten Kupfermenge, sondern auf die stirkere 
Bindung bzw. auf die schwerere Auslésbarkeit des adsorbierten 
Kupfers zuriickgefiihrt werden kann. 

8. Zur Auskeimung der kupferhaltigen Steinbrandsporen ist 
die Auslésung des gesamten Kupfers (durch Salzsiiure oder Boden- 
feuchtigkeit) nicht nétig, denn schon jene Sporen, welche weniger 
adsorbiertes Kupfer als 0,5°/, enthalten keimen schon aus, es 
ist demnach 0,5°/, diejenige kleinste adsorbierte Kupfermenge, 
welche noch imstande ist die Auskeimung der Steinbrandsporen 
zu verhindern. | 

9. Die Sporenkeimung verhindernde Wirkung der Kupfer- 
sulfatbeizung erhéht sich durch Zugabe von Zinksultat oder Koch- 
salz nicht. 

10. Bei den in sehr verdiinnte Kupfersalzlésungen gestreuten 
Steinbrandsporen spielen bei der Verhinderung der Sporenkeimung 
ebenfalls Adsorptionserscheinungen eine Rolle. Die Sporen trachten 
das ihre Keimung verhindernde Kupfer aus der Lésung zu adsor- 
bieren, wenn das adsorbierte Kupfer unter 0,5°/, ist, keimen die 
Sporen aus, wenn es aber 0,5°/, oder gréfer ist, dann keimen 
die Sporen nicht aus, sie bleiben im Ruhezustande so lange, bis 
von dem adsorbierten Kupfer zumindest so viel ausgelist wird, 
daB dessen Menge unter 0,5°/, kommt. 























Uber natiirliche Aktivatoren und Hemmungskérper 
proteolytischer Enzyme. 


Von 


Wolfgang Grassmann, H. Dyckerhoff und 0. vy. Schoenebeck. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1929.) 


Theoretiseher Teil. 


Bei der Untersuchung proteolytischer Fermente hat man in 
neuerer Zeit dem Einflu8 aktivierend wirkender Hilfsstoffe eine 
besondere Beachtung geschenkt. Man hat dabei zu unterscheiden 
einerseits zwischen den in tierischen oder pflanzlichen Organismen 
anscheinend weitverbreiteten, aber noch nicht in reinem Zustande 
isolierten und daher chemisch noch unbekannten eigentlichen 
..Kinasen*, denen chne Zweifel fiir die qualitative und quantitative 
Regulierung der Abbauvorgiinge im Organismus eine entscheidende 
Bedeutung zukommt (Enterokinase des Pankreastrypsins}), Phyto- 
kinase der héheren Pflanzen’) und der Hefe*), Kinase der tierischen 
Organproteinase *) { Kathepsin®)]) und anderseits gewissen einfachen 
und chemisch bekannten Stoffen, deren Wirkung im chemischen 
Versuch derjenigen der Kinasen analog ist, wihrend ihnen eine 
physiologische Funktion bisher nicht sicher zugeschrieben werden 
kann. Stoffe der zuletzt genannten Art sind Blausiure und 
Schwefelwasserstoff; sie vermégen im Reagenzglasversuch gegeniiber 
den nahe verwandten Proteinasen der Ptlanzen und der tierischen 
Zellen dieselbe Wirkung zu entfalten wie die noch unbekannten 


1) Siehe dazu besonders E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 152, 
S. 181 (1923/24), dort die iltere Literatur. 
*)O. Ambros u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 181, S. 84 (1928 29). 
*) W.Grassmann u. H.Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 179, 8. 41 (1928). 
‘) E. Waldschmidt-Leitz, I. J. Beck u. J. Kahn, Naturw. Bd. 17, 
S. 85 (1929), 
°) R. Willstitter u. E. Bamann, Diese Zs. Bd. 180, S. 127 (1928). 
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natiirlichen Kinasen dieser Enzyme.) Die Blausiiure ist zwar in 
freier oder hiufiger in glucosidisch gebundener Form als normaley 
Bestandteil vieler Pflanzen bekannt*) und es wiire wohl denkbay. 
daB die unter dem EinfluB von Kermenten leicht erfolgende A}. 
spaltung von Cyanwasserstoff aus den fir die Proteolyse un- 
wirksamen*) Blausiureglucosiden bei der Regulierung des pflaiiz- 
lichen EiweiBabbaus von Bedeutung ist. Allein festgestellt is: 
dies bisher nicht, Vielmehr scheint es, daB die von O. Ambro 
und A. Harteneck in der Carica Papaya, der Ananas und anderen 
hoheren Pflanzen nachgewiesene Kinase mit Blausiiure nichts zu 
tun hat.*) 

Wir haben uns die Frage vorgelegt, ob nicht andere natiirlicl: 
vorkommende einfache und bekannte Substanzen einen der Blau- 
siure- oder Schwefelwasserstoffwirkung iihnlichen Effekt hervor- 
zubringen verméchten und wir haben dabei in erster Linie an 
organische Sulfhydrylverbindungen gedacht, deren allgemeine Ver- 
breitung im Tier- und Pflanzenorganismus festgestellt und dere: 
physiologische Bedeutung bisher ausschlieBlich im Hinblick auf ihre 
moégliche Mitwirkung bei den Atmungsprozessen studiert worden 
ist.5) Ks hat sich ergeben, daB das Cystein auf das Papain aktivie- 
rend einwirkt und daB es das Enzym wie Blausiiure und Schwefe!- 





1) Siehe dazu beziiglich Papain und verwandten Pflanzenproteinasen: 
S. H. Vines, Annals of bot. Bd. 17, 8S. 597 (1903) und a. a. O.; L.B.Mende! 
u. A. F. Blood, Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 177 (1910); R. Willstitter u 
W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 138, S. 184 (1924); R. Willstitter. 
W. Grassmann u. O. Ambros, Diese Zs. Bd. 151, S. 286 (1925/26 
W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 179, S. 41 (1925): 
O. Ambros u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 181, 8S. 24 (1929); Bd. 184, 
S. 93 (1929); Bez. Kathepsin: E. Waldschmidt-Leitz, I. J. Beck u. 
J. Kahn a.a. O. 

*) Siehe dazu M. Treub, Ann. Jardin Bot. Buitenzorg Bd. 18, S. 1 (1595): 
Bd. 19, S. 86 (1904); ferner die umfassenden Untersuchungen von L. Rosen - 
thaler, Pharm. Act. Helv. Bd. 1, S. 226 (1926); Bd. 2, S. 207 (1927): 
Biochem. Zs. Bd. 134, S. 215 (1923); Bd. 190, S. 168 (1927) und a. a. 0. 

8) R. Willstitteru. W.Grassmann, Diese Zs. Bd. 138, S. 184 (1924 
und zwar 8S. 200; O. Ambros, Zs. angew. Chem. Bd. 41, 8. 1109 (192s). 
Diskussionsbemerkung. 

4; Ambros u. Harteneck, Diese Zs. Bd. 181, S. 24 (1928/29) und 
zwar 8.37; O.Ambros, Zs. angew. Chem. Bd.41, 8.1109 (1928), Diskussion:- 
bemerkung. 

’) F.G.Hopkins, Biochemical. Jl. Bd. 15, 8. 286 (1921); F.G. Hopkins 
u. M. Dixon, Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, 8S. 527 (1922); F. G. Hopkins, On 
current views concerning the mechanismus of Biol. oxidation, Internationale: 
KongreB f. Physiol., Stockholm 1926; Jl. of Biol. Chem. Bd. 84, S. 269 (192°). 
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wasserstoff zur Peptonspaltung befaihigt. Die aktivierende Wirkung 
erstreckt sich in gleicher Weise auf die Proteinase der Hefe und 
auf die #-Proteinase (Kathepsin) der Niere!); dagegen werden die 
Dipeptidase und die Polypeptidase der Hefe iihnlich wie durch 
Blausiiure und Schwefelwesserstoff?) auch durch Cystein schon bei 
miBiger Konzentration vollig oder fast voéllig gehemmt. Den 
Effekt der Cysteinaktiviering finden wir bei verschiedenen Enzym- 
priparaten nicht selten etwas griéBer, mitunter aber auch kleiner 
als den der Blausiure. Abgesehen von diesen quantitativen Unter- 
schieden, die noch Gegenstand der Untersuchung sein werden, 
scheint aber das Verhalten der genannten proteolytischen Fer- 
mente gegentiber Blausiure, Schwefelwasserstoff und Cystein ein 
iibereinstimmendes zu sein. 

Uber den Mechanismus dieser Enzymaktivierungen und 
-hemmungen 1labt sich gegenwartig kaum eine sichere Aussage 
machen. Beriicksichtigt man die enge Analogie, die zwischen der 
Kinaseaktivierung des Pankreastrypsins und der Blausiiureaktivierung 
des Papains festgestellt wurde [R. Willstitter und W. Grass- 
mann®)], so wird man zu der Vorstellung gefiihrt, daB sich auch 
hier das Enzym mit dem aktivierenden oder hemmenden Zusatz- 
stoff zu einem Komplex von qualitativ und quantitativ veriindertem 
Leistungsvermégen vereinigt. Die Cysteinaktivierung des Papains 
und des Kathepsins wire aber auch mit der zuerst von kK. Myr- 
biick4) geiuBerten Auffassung vereinbar, wonach der Aktivierungs- 
effekt durch die Ausschaltung eines dem Enzympriparate anhaftenden 
Hemmungskorpers, etwa eines Schwermetallgittes. zustande kommen 
soll. Denn Blausiure, Schwefelwasserstoff und Cystein5) vermégen 
mit Schwermetallionen, insbesondere auch mit EKisensalzen un- 
lishche bzw. komplexe Verbindungen zu bilden. Bekanntlich 
bildet nun auch das Pyrophosphat wenig dissoziierte Komplex- 
verbindungen mit Schwermetallsalzen®) und es hemmt deshalb die 
von Schwermetallen katalysierten Oxydationsreaktionen in iihnlicher 


') Anmerkung bei der Korrektur: Analog verhilt sich krystalli- 
siertes Glutathion (reduzierte Form). 

*) W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 179, 8. 41 (1928), 
und zwar S. 66. 

8) Diese Zs. Bd. 138, S. 186 (1924). 

') Diese Zs. Bd. 158, S. 160 (1926), und zwar 8. 66. 

*) O. Warburg u. 8S. Sakuma, Pfliigers Arch. Bd. 200, 8. 203 (1923 
5S. Sakuma, Biochem. Zs. Bd. 142, S. 68 (1923). 

®) P. Pascal, Ann. de Chim. et Phys. [8] Bd. 16, S. 359, 520 (1909). 

Hop pe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVI. 13 
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Weise wie Biausiure.') Man hatte also eine aktivierende Wirkung 
auch vom Pyrophosphat erwarten kinnen, das ja nach den 
interessanten Feststellungen von Kk. Lohmann?) im tierischen und 
pflanzlichen Organismus sehr allgemein verbreitet ist, ohne daf 
liber seine Bedeutung schon volle Klarheit bestiinde.%) Pyrophosphat 
ist aber gegeniiber den Proteinasen der Carica Papaya, der Hefe 
und der Niere sowohl in saurer wie in alkalischer Lisung un- 
wirksam. Dagegen hemmt es die Wirkung der Hefe-Dipeptidase 
und der Hefe-Polypeptidase schon in m/100-Lésung vollstindig, 

Das Pankreastrypsin, das in unseren Versuchen in Form erepsin- 
freier, aber zumeist noch mit der Carboxy-Polypeptidase 4) vergesell- 
schafteter Trockenpraiparate zur Anwendung kam, unterscheidet sich 
von den im neutralen oder schwach sauren Gebiete wirksamen Pro- 
teinasen vom Papain- oder Kathepsintypus grundsitzlich. Es wird 
schon durch relativ kleine Konzentrationen von Blausiiure, Schwefel- 
wasserstofl, Cysteinund Pyrophosphat entscheidend gehemmt, schlieBt 
sich also in dieser Hinsicht den beiden Peptidasen der Hefe an. 

Uberraschenderweise besteht nun ein eigentiimlicher Zu- 
sammenhang zwischen den beobachteten Hemmungen des Pankreas- 
trypsins und der seit langem bekannten und eingehend untersuchten 
Aktivierung des gleichen Enzyms durch Enterokinase.*) Durch 
kleine Mengen von Cystein oder Pyrophosphat wird nimlich das 
Pankreastrypsin nur dann gehemmt, wenn es mit Enterokinase 
unzureichend versehen ist. In Gegenwart eines Aktivatoriiber- 
schusses dagegen ertriigt das Enzym ohne die mindeste Ab- 
schwichung seiner Wirksamkeit ein mebrfaches derjenigen Cystein- 
menge, die im Parallelversuch mit unzureichender Kinase zur 
vollstiindigen Hemmung des Enzyms ausreichend ist. Fiigt man 
zu den durch ihren natiirlichen Aktivatorgehalt partiell aktivierten 
‘T'rypsinpriiparaten eine geeignete kleine Menge Cystein oder Pyro- 


1) O. Warburg u. S. Sakuma, a. a. O. 

*) Naturw. Bd. 16, 8. 298 (1928); Biochem. Zs. Bd. 202, 8. 466; Bd. 203, 
S. 154, 172 (1928). 

5) Vel. dazu K. Lohmann, Naturw. Bd. 17, S. 624 (1929); E. Leh- 
nartz, Diese Zs. Bd. 184, S. 1 (1929). 

‘) Siehe E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Chem. Ber. Bd. 62, 
S. 2217 (1929). 

5) Siehe dazu insbesondere: N. P. Schepowalnikow, Inaug.-Diss., 
St. Petersburg 1899; R. Malys, Jahresber. iiber die Fortschr. der Tierchemic 
Bd. 29, 8. 378 (1899); J. P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen, 
Wiesbaden 1900; E.Waldschmidt-Leitz, Diese Zs, Bd.132, 8.181 (1924); 
Bd. 142, S. 217 (1925). 
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phosphat, so verschwindet die ohne Kinasezusatz meBbare Aktivitit 
fast vollstiindig, die durch AktivatoriiberschuB erreichbare Aktivitiit 
dagegen bleibt unveraindert: Die EKigenschaften des Priiparates 
nihern sich denen des inaktiven Trypsins. Cystein und Kinase 
heben sich also in ihrer Wirkung gegenseitig auf, sie sind 
Antagonisten, sei es, daB sie miteinander um das Enzym kon- 
kurrieren, sei es, da sie selbst unmittelbar miteinander in Reaktion 
treten. Ob die gemaB den Angaben der Literatur im Serum!) 
sowie in der Pankreasdriise selbst”) vorkommenden Hemmungs- 
kérper der Kinase (sog. Antikinasen) mit Pyrophosphat, Cystein 
oder Cysteinpeptiden identifizierbar sind, vermégen wir gegenwiirtig 
noch nicht zu entscheiden. 

Auf der anderen Seite zeigt das Cystin dem Pankreastrypsin 
gegeniiber ein Verhalten, das dem des Cysteins entgegengesetzt 
ist: ‘lrypsinpriparate, die mit Kinase voll aktiviert sind, werden 
von Cystin innerhalb der anwendbaren Konzentrationen in keiner 
Weise beeinfluBt. Fehlt aber die Kinase oder ist sie unzureichend 
vorhanden, so steigert der Cystinzusatz die Wirksamkeit erheblich, 
nicht selten bis zu dem fiir das voll aktivierte Enzym charakte- 
ristischen Grenzwert. Im Cystin ist also zum ersten Male ein 
Korper bekannter Konstitution gefunden, der in seiner Wirkung 
der Kinase entspricht und den natiirlichen Aktivator weitgehend 
zu ersetzen vermag. Mit diesen Feststellungen sind fiir die Be- 
urteilung der Natur und der Wirkungsweise der Enterokinase neu- 
artige Gesichtspunkte gegeben, iiber deren weitere Verfolgung wir 
demniichst zu berichten hoffen. Versuche mit der dehydrierten 
Form des Glutathions sind im Gange. 


Es soll allerdings schon jetzt hervorgehoben werden, daB das Cystein 
noch einen qualitativ und quantitativ unvollkommenen Ersatz der natiirlichen 
Kinase darstellt. Volle Aktivierung durch Cystin beobachten wir nur bei 
den gemiéi8 den Angaben des experimentellen Teiles von uns dargestellten 
Trockenpriiparaten des Enzyms. In den weniger reinen Lésungen dagegen, 
aus denen die Trockenpriiparate durch Fillung mit Aceton—Ather gewonnen 
waren, wurde mit Cystin stets ein erheblich geringerer Aktivierungseffekt 
erzielt. Auch werden in jedem Falle vom Cystin erheblich gréBere Mengen 
benotigt als von der Enterokinase. 

Ks ist verlockend, aus den vorliegenden Beobachtungen Schlub- 
folgerungen in bezug auf die natiirliche Steuerung des proteo- 


lytischen Abbaus abzuleiten. Ohne Zweifel verfiigen Tier und 


') E. Delezenne, C.r. Soe. Biol. Bd. 55, S. 132 (1903); W.M. Bayliss 
u. E. H. Starling, J. of Physiol. Bd. 32, S. 129 (1905). 

7) E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1924). 
13° 











188 Wolfgang Grassmann, H. Dyckerhoff u. O. v. Schoenebeck, 


Pflanze iiber eine Anzahl sehr wirksamer aktivierender oder 
hemmender Hilfsstoffe der Proteolyse, die durch einfache, fiir den 
Organismus jederzeit ausfiihrbare und zum Teil umkehrbare Um- 
setzungen in Substanzen von entgegengesetztem Verhalten oder 
von indifferenter Art tibergefiihrt werden kénnen. Von dieser Art 
sind z. B. die Systeme 

Amygdalin > Blausiiure, 

Pyrophosphat > Orthophosphat, 
Cystin ~ ” Cystein. 

Kine besondere Bedeutung diirfte den Sulfhydrylsystemen zu- 
kommen, weil sie geeignet erscheinen, eine zwangslaufige Koppelung 
der Proteolyse und der Oxydo-Reduktionsprozesse zu vermitteln. 
Bemerkenswerterweise werden durch die Verinderungen des 
Cystin—Cystein-Systems die beiden fiir den intermediiren Kiweif- 
abbau wesentlichen und im gesamten tierischen Organismus all- 
gemein verbreiteten!) Proteinasen, das ‘l'rypsin und das papain- 
iihnliche Kathepsin in entgegengesetztem Sinne beeinfluBt. Beim 
Zuricktreten des aeroben Stoftwechsels, wie es z. B. fiir die 
Carcinomzelle charakteristisch ist?), diirfte infolge der Ausbildung 
reduzierter Thiosysteme das Trypsin gehemmt, das Kathepsin be- 
giinstigt werden.®) 

Experimenteller Teil. 

Der Wiedergabe unserer Versuchsergebnisse, die wir im 
folgenden tabellarisch vornehmen, seien einige allgemeine Be- 
merkungen iiber Materialien und Methodik vorausgeschickt: 

1. Enzymmaterial. Um die Gewinnung vergleichbarer und 
jederzeit reproduzierbarer Ergebnisse sicherzustellen, haben wir 
in dieser Arbeit vorwiegend nicht Enzymlésungen, sondern nach 
Moglichkeit 'Trockenpriiparate der in proteolytisch einheitlichem 
Zustande gewonnenen Fermente angewandt. Die Priiparate der 

') Vgl. dazu insbesondere: S. G. Hedin u. 8S. Rowland, Diese Zs. 
Bd. 32, S. 341 (1901); S.G. Hedin, J. of Physiol. Bd. 30, 8.155 (1904): 
Biochemical. Jl. Bd. 2, S. 112 (1906/07); Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, 8.177 
1922); E. L. Opie, Jl. Exp. Med. Bd. 7, S. 316 (1905); Bd. 7, S. 759 (1905): 
bd. 8, S. 410 (1906); Bd. 8, S. 536 (1906); vgl. ferner J. W. Jobling u. 
S. Strouse, Jl. Exp. Med. Bd. 16, 3S. 269 (1912); E. Waldschmidt-Leitz 
u. W. Deutsch, Diese Zs. Bd. 167, S. 285 (1927); R. Willstitter, E. Ba- 
mann u. M. Rohdewald, Diese Zs. Bd. 185, S. 267 (1929). 

*) O. Warburg, Naturw. Bd. 15, 8S. i (1927) und a. a. O. 


3) Vgl. dazu die Befunde von F. Demuth, Klin. Wschr. Bd. 6, S. 2099 
(1927); F. Demuth u. J. v. Riesen, Biochem. Zs. Bd. 203, S. 22 (1928): 
ferner die HKetrachtungen von EK. Waldschmidt-Leitz, I. J. Beck u. 


J. Kahn, Naturw. Bd. 17, 8S. 85 (1929). 
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Hefe-Proteinase!) und das Pankreas-Trypsins*) wurden aus den 
nach bekannten Verfahren von Dipeptidase und Polypeptidase 
befreiten Liésungen durch Fallung mit Aceton—Ather erhalten. 

Im Falle des Pankreastrypsins wird bekanntlich*) zugleich mit der 
Entfernung der Dipeptidase und der Amino—Polypeptidase auch der grébte 
Teil der Enterokinase beseitigt, die gewonnenen Adsorptionsrestlésungen 





Tabelle 1. 
Aktivierung des Papains. 


(Angewandt 1,2 mg Papain in der Versuchsprobe von 2 ccm. ¢ = 40°). 








; | Pepton | Pepton 
. Gelatine aus | aus | Clupeinsulfat 
Substrat =" ead 
(80 mg) | Albumin | Gelatine | (40 mg) 
| (80 mg) | (80 mg) ‘ 
Spaltungszeit (Stdn.) 1 24 24 4 
Pu 5,0 3,0 5,0 8,0 
Zusatz Mol/Liter Spaltung in cem n/20-KOH 
_ — 0,40; 0,45; 0,40] 0,00 | 0,09 0,00 
Na,P,0,  0,0025 0,30 ont _ , 
0,0059 0,30; 0,35 0,00 0,10 0,05; 0,05 
0,0200 0,35 0,00 0,05 0,00 
Cystein 0,0006 0,40 0,30 — — 
0,0012 0,64 0,35 
0,0025 0,81 0,60 — — 
0,0050 11,00; 1,05; 1,00] 0,75 0,60 0,25 
HON 0,005 1,00 0,70 0,25 
0,020 1,15; 1,20 0,85 0,65 0,40 
ven — 0,95; 0,95 1,00 0,85 
( + Cystein eal prey ae vo 
Cystin 0,005 — -- -- 0,00 








erwiesen sich dementsprechend ohne Kinasezusatz gegeniiber Casein als 
nahezu unwirksam. Auf die Gewinnung vollig inaktiver Trypsinlésungen, die 





1) W. Grassmannu. H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 179, S. 41 (1928), 
und zwar S. 61. 

7) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286; Bd. 149, S. 203 (1925); E. Waldschmidt-Leitz, A. Schiffner 
u. W.Grassmann, Diese Zs. Bd. 156, S. 68 (1926), und zwar S. 82. 

*) Siehe E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, 8, 181 (1923/24 
und zwar 8S. 235. 
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nach E. Waldschmidt-Leitz und K. Linderstrem-Lang') durch Ad- 
sorption an einen in der Enzymlésung selbst erzeugten Niederschlag von 
Casein erreichbar ist, muBten wir verzichten; das Verfahren fiihrt niimlich, 





Tabelle 2. 
Aktivierung der Hefeproteinase. 


(In der Versuchsprobe von 2ecem sind enthalten 0,12 g des Substrates: 
Py = 5, eingestellt mit m/30-Dinatriumeitrat. Spaltung nach 24 Stunden 
bei 40°; cem n/20-KOH.) 














Hydrolyse von 
Enzympriiparat Zusatz |Mol/Liter on 
Gelatine Gel — 
xelatine 
0,6 cem Proteinaselésung, — — 0,01 0,00 
frisch ®) Na,P,O, 0,005 0,01 0,00 
HCN 0,02 0,62 0,40 
H,S 0,01 0,67 | -- 
Cystein 0,005 0,21 0,50 
2 mg Proteinase-Trocken- oa — 0,35; 0,36 | — 
priparat aus gealterter Na,P,0, 0,005 0,33; 0,38 ee 
sone I HCN 0,02 0,35; 0,36 en 
Cystein 0,005 0,40; 0,40 a 


Tabelle 3 
Aktivierung der Nierenproteinase (Kathepsin). 


(0,4 cen Glycerinauszug aus Schweineniere, 5 Tage alt; 0,12 g Gelatine in 


2cem; py = 5,0. Spaltung nach 16 Stunden, bei 40°.) 











; i Hydrolyse in 

Zusatz Mol/Lite: cem n/20-KOH 
. : 0,42 

Na,P,0, 0,01 0,45 

HCN 0,02 0,80 

H,s 0,01 0,65 

Cystein 0,01 0,80 


wie wir uns iiberzeugt haben, zu einer Verunreinigung des Enzyms mit 
auBerordentlich groBen Mengen von Abbauprodukten des Caseins, und es 
scheint uns wahrscheinlich, daB dabei weniger die Beseitigung des Aktivators 


') Diese Zs. Bd. 166, S. 241 (1927). Siehe dazu auch E. Waldschmidt - 
Leitz, A. Sechiffner u.W.Grassmann, a. a. QO. 8. 84. 

*) Vel. W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, Diese Zs. Bd. 179, S. 41 
(1928) und zwar 38. 62. 
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Tabelle 4. 
Hemmung des Pankreastrypsins durch Pyrophosphat in 
Gegenwart wechselnder Kinasemengen. 


(In der Versuchsprobe von 2cem sind enthalten: 0,8 mg Trypsintrocken- 
priparat und 60 mg Casein (Hammarsten); p;; = 8,9, m5-Ammoniak 





Ammonchloridpuffer. 20 Minuten sei 40°.) 
Kinasemenge 
Na,P,O, 
Nah 0; 0,00 0,08 0,12 cem 


Mol | Liter 


0,000 





Hydrolyse in cem n/20-KOH 


0,32 0,82 0,81 
0,002 0,22 0,78 — 
0,006 0,14 — “= 
0,010 0,03; 0,05 0,63 — 
0,020 — 0,24 0,57; 0,54 


Tabelle 5. 


Hemmung des Pankreastrypsins durch Cystein in Gegen 


wechselnder Kinasemengen. 


(Bedingungen wie Tab. 4.) 


wart 





Cystein 
Mol / Liter 


0,000 0,26 0,67 0,90 
0,001 a 0,15 0,86 
0,002 0,00 0,15 0,87 
0,004 0,05 0,16 0.91 
0,010 = 0,17 0,64 
0,020 0,01 0,15 0,54 
b) Trypsinpriiparat 12 
0,0000 0,82; 0,80 1,02 1,20; 1,17 
0,0002 0,60 0,84 — 
0,0006 0,35 0,75 se 
0,0010 _ 0,60 1,20 
0,0016 - 0,44 _ 
0,0020 0,31; 0,34 0,30 1,18 
0,0060 0,29 — 0,79 
0.0120 0,29 0.32 0.30 














Kinasemenge 


0,04 


a) Trypsinpriiparat 6 





0,12 ccm 


Hydrolyse in ccm n/20-KOH 
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Tabelle 6. 


Aktivierung des Pankreastrypsins durch Cystin in Gegenwart 
wechselnder Kinasemengen. 


(Bedingungen wie in Tab. 4.) 





Kinase 


Trypsinpriiparat 


vestlésung, frei von Dipeptidase 
und Polypeptidase 


Trockenpriiparat 15, erepsinfrei 


Trockenpriiparat 10, erepsinfrei 


Trockenpriparat 9, erepsinfrei 


Trockenpriiparat 16, frei von Erep- 
sin u. Carboxy-Polypeptidase 





Cystin 
Mol/ Liter 


0.000 
0,010 


0,000 
0,005 
0,010 
0,020 ') 
0,040 *) 


0,000 
0,005 


0,000 
0,005 


0,000 
0,010 





0,00 


0,08 cem 


Hydrolyse in cem n/20-KOH 


0,01 
0,15; 0,13 


0,21; 0,20 

0,41; 0,42 

0,72; 0,76 
0,74 
0,73 


0,60 
0,81; 0,80 
0,41 
0,71; 0,76 
0,01 
0,43 


1,05 


1,04 


Tabelle 7. 


Hemmung der Hefe-Dipeptidase und -Polypeptidase durch 
Cystein und Pyrophosphat. 


(In der Versuchsprobe von 2ecem sind je 2 mg Trockenpriparat der 




















Dipeptidase bzw. der Polypeptidase. ¢ = 40°.) 
dl Spaltung n. 1 St. 
Substri Zusatz Mol /Liter 
a PH ‘ (cem n/20-KOH) 
45 mg Leueyl-glycin 7,8 — —_ 0,87; 0,90 
7,8 Cystin 0,01 0,87 
7,8 Cystein 0,01 0,15 
7.8 | Na,P,O, | 0,01 0,05; 0,00 
49 mg Leucyl-glycylglycin 7,0 _ 0,35 
1,0 Cystein 0,005 0,00 
7,0 Na,P,0O, 0,005 0,00 
') Cystin nicht vollstandig geldst. 
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als vielmehr seine Ausschaltung durch Hemmungskoérper erreicht wird. 
Hemmungskérper der Kinase, deren Einflub erst durch verhiltnismiBig groBe 
Kinasemengen, aber nicht durch Cystin, iberwunden werden kann, entstehen, 
wie es scheint, sehr leicht beim vorsichtigen Abbau des Caseins; sie lassen 
sich unter anderen in allen linger gealterten Na—Caseinatlésungen nachweisen. 

Solche der Kinase entgegenwirkende Stoffe finden sich aber auch unter 
den natiirlichen Begleitern des Enzyms in der Driise (siehe dazu E. Wald- 
schmidt-Leitz)'). Ihr EinfluB macht es schwierig, iiber den Kinasegehalt 
von Trypsinpriparaten sichere Angaben zu machen.”) So erhielten wir z. b. 
bei der Aceton—Ather-Fallung der durch Tonerdeadsorption gewonnenen 
villig oder nahezu inaktiven Trypsinlésungen stets Trockenpriiparate, die 
schon ohne Kinasezusatz eine mehr oder weniger grobe, aber fast immer 
beachtliche Wirksamkeit gegeniiber Casein aufwiesen (Tabellen 4—6). 

Die meisten der angewandten Trockenpriiparate des Trypsins wiesen 
einen mehr oder weniger hohen Gehalt an Carboxy-Polypeptidase auf. 
Ubrigens sind die dargestellten Trypsin-Trockenpriiparate noch in einer 
anderen Hinsicht untereinander verschieden. Waihrend einzelne von ihnen 
durch Cystein vollkommen vergiitet werden kénnen, lift sich bei anderen, 
anscheinend besonders kinasereichen Priiparaten die Aktivitiit nur bis zu 
einem unteren Grenzwert herabsetzen, der auch bei verhiiltnismibig hohen 
Cysteinkonzentrationen nicht mehr unterschritten zu werden scheint. 


Die Gewinnung von Trockenpriiparaten der einheitlichen 
Hefe-Dipeptidase und der Polypeptidase erfolgte nach den friiher 
von uns angegebenen Vorschriften.*) Als Papainpriiparat diente 
wie friiher der getrocknete Succus Carica von Merck. Nur die 
3-Proteinase der Niere (Kathepsin) haben wir in Form roher 
(rlycerinextrakte des Organs angewandt. In diesen Extrakten 
ist das Enzym geniigend haltbar; auch stért die Anwesenheit 
ereptischer Enzyme in dem in Frage kommenden Aziditiits- 
bereich (p,, = 5) nicht. 

2. Das angewandte Cystin war ein Priiparat der Firma 
F’. Hoffmann La Roche in Basel von ¢, = — 215°. Beim Wirkungs- 
optimum des Trypsins (p, = 8,9) lost sich Cystin bis zu einer 
Konzentration von etwa !/,,,Mol/Liter. Die Durchfiihrung einwand- 
treier Versuche mit Papain und Kathepsin scheitert an der ge- 
ringen Léoslichkeit der Aminosiiure bei neutraler oder schwach 
saurer Reaktion. 


) Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1924), und zwar S. 212 ff; Bd. 142, S. 217 
1925), und zwar S. 219. 

*) Vgl. dazu auch die Beobachtungen von K. Linderstem-Lang u. 
E. M. Steenberg, C. R. Lab. Carlsberg Bd. 17, Nr. 16 (1929). 

) Beziiglich Dipeptidase siehe W. Grassmann u, L. Klenk, Diese 
Zs. im Druck. Beziiglich Polypeptidase: W. Grassmann u. H. Dycker- 
hoff, Chem. Ber. Bd. 61, S. 656 (1928), und zwar S. 663; Diese Zs. Bd. 179, 
(S. 41 (1928), und zwar S. 60. 
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Das nach dem Verfahren von EK. Baumann?) in der Aus- 
fihrung von KE. Friedmann?) aus dem Cystin gewonnene Cystein- 
chlorhydrat war zweimal und z. T. dreimal aus Alkohol um- 
krystallisiert. Mit beiden Priparaten wurden tibereinstimmende 
Ergebnisse erhalten. Zur Priifung auf einen etwaigen Gehalt an 
Schwefelwasserstoff lieBen wir einen Kohlensiurestrom wihrend 
mehrerer Stunden durch die konzentrierte Lésung des Chlor- 
hydrates und dann durch vorgelegte Cadmiumacetatlésung passieren. 
Dabei war keine Abscheidung von Sulfid zu bemerken. 

3. Ausfiihrung der Versuche. In allen Fallen lieBen wir 
die zu priifenden Zusatzstoffe vor dem Zufiigen des Substrates 
eine Stunde auf die Lésung des Enzyms einwirken. Die Messung 
der Aktivitiit erfolgte dann unter den fiir die Bestimmung der 
einzelnen Knzyme iiblichen optimalen Bedingungen, und zwar durch 
Titration der gebildeten Carboxyle in alkoholischer Lésung. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


') Diese Zs. Bd. 8, S. 299 (1883/84). 
*) E. Friedmann, Hofm. Beitr. Bd. 4, 8. 504 (1904). 














Zur Kenntnis der Leber-Dehydrase. 


XXII. Mitteilung: Uber den Mechanismus der 
Oxydationsvorginge. 
Von 


Heinrich Wieland und Karl Frage. 


(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaiten zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am ‘, November 192%.) 


Im AnschluB an die Untersuchung der Alkohol- und Aldehyd- 
Dehydrase der Essigsiurebakterien haben wir uns mit dem von 
Battelli und Stern?) in zahlreichen tierischen Organen, vornehm- 
lich aber in der Leber aufgefundenen Fermentsystem beschiiftigt, 
das wie jenes Knzym imstande ist, die Uberfiithrnng des Alkohols 
iiber die Stufe des Aldehyds zu Essigsiure bei Gegenwart von 
Sauerstoff zu beschleunigen. Es war uns darum zu tun, die Wir- 
kungsweise des Leberenzyms vom Standpunkt der Dehydrierungs- 
theorie aus niher kennenzulernen und zu sehen, ob es auch hier, 
wie im Falle des Schardinger-Enzyms der Milch?), méglich sei, mit 
Aldehyd als reagierentem Substrat die drei Vorgiinge der en- 
zymatischen Autoxydation, der Methylenblau-Entfirbung und der 
Cannizzaroschen Reaktion unter das gleiche Prinzip der De- 
hydrierung zu stellen. Da8B von Leberbrei Aldehyde im Sinne der 
Cannizzaroschen Reaktion disproportioniert werden, haben zuerst 
Battelli und Stern’) und fast zu gleicher Zeit in einer sehr 
griindlichen Untersuchung J. Parnas‘) dargetan. 

Die Ergebnisse die wir hier mitzuteilen haben, sind nicht 
abgeschlossen. Sie stammen aus den ersten Beobachtungen, die 
beim Eintritt in das Arbeitsgebiet gemacht wurden und betreffen 
fiirs erste Fragen der Isolierung, der Bestiindigkeit, der Aktivitiit 


1) Biochem. Zs. Bd. 28, 8S. 145 (1910). 
*) Chem. Ber. Bd. 47, S. 2085 (1914). 
*) Bull. Soe. de Biol. Bd. 69, S. 162 (1910). 
*) Biochem. Zs. Bd. 28, 8S. 274 (1910). 
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des Ferments. Dem Ziel der Untersuchung entsprechend ist 
hauptsiichlich Acetaldehyd als Substrat gewahlt, mit der Mutase- 
wirkung haben wir uns bisher noch nicht beschiftigt. 


Darstellung des Enzymmaterials. Wir verwandten aus- 
schlieBlich Leber vom Pferd, die nach Battelli und und Stern 
von allen tierischen Organen die gré8te Wirksamkeit besitzt. 
Das Organ wurde unmittelbar nach der Schlachtung des Tieres 
von Sehnen und GefiBen méglichst befreit, in einer Fleischhack- 
maschine zerkleinert und zuniichst in diesem Zustand zu ver- 
gleichenden Versuchen der Sauerstoffaufnahme herangezogen. 
Um den Leberbrei auf die Bestindigkeit seines enzymatischen 
Inhalts zu prifen, bewahrt man ihn, durch Toluol geschiitzt, im 
Kisschrank auf. 

Es ist durch die Arbeit von Battelli und Stern bekannt, 


dabB frischer Leberbrei auch ohne Zusatz eines Substrats Sauerstof 


verbraucht zur Oxydation in ihm enthaltener nicht naher be- 
kannter Stoffe. Diese ,,Kigenatmung“ auszuschalten, ist uns nicht 
gelungen und daher bildet der Sauerstoffverbrauch, den man bei 
Zugabe von Alkohol oder Aldehyd mit, nur den Differenzwert 
zwischen der Gesamtaufnahme und der Eigenatmung. Diese 
mubte daher bei allen Ansitzen parallel bestimmt werden. Bei 
der Kigenatmung entsteht zudem Kohlendioxyd. Dadurch, dat 
man nach dem Vorgang von Warburg in je einem von zwei gleich- 
artigen Versuchen das gebildete Kohlen-dioxyd in Kalilauge absor- 
biert und so den aufgenommenen Sauerstofi bestimmt, im andern 
das um das gebildete CO, verminderte O,-Volumen miBt, erhilt 
man leicht AufschluB iiber die Mengen des bei der Oxydation 
entstandenen Gases. 

Wir geben zuerst ein Beispiel fiir die EKigenwirksamkeit des 
Leberpriiparates im Vergleich mit einem Ansatz, der an Alkohol 
m/25 war. Um gleichzeitig etwas iiber die Bestiindigkeit der 
enzymatischen Wirkung zu erfahren, sind je 2 Versuche an drei 
aufeinanderfolgenden Tagen ausgefiihrt, nimlich a am Tage der 
Bereitung des Priiparates, am 12. 12. 28, b am 13. 12. 28, c am 
14, 12. 28. 


Es wurden bei jedem Versuch 0,5 g Leberbrei mit 5 eem m/15-Phosphat- 
puffer p,;, = 7,4 in Barcroft-Warburgschen SchiittelgefiBe eingesetzt, 
die im Thermostaten bei 37° unter Luft bewegt wurden. I zur Bestimmung 
der Eigenatmung ohne Zusatz, II enthiilt m/25-Alkohol (9,2 mg). Die Zahlen- 
werte bedeuten Kubikmillimeter O,. Um den gesamten Alkohol in Essig- 
siiure zu iiberfiihren, wiiren 4480 emm O, erforderlich. 
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Tabelle 1. 























Zeit (Min.) la Ib Ie Ila IIb Ile 
10 16 18 _ 71 62 - 

15 26 32 -— 126 ST — 

30 53 60 87 203 136 145 

45 75 90 98 288 184 156 

60 93 106 104 325 223 166 

90 130 128 115 377 280 186 

120 152 146 126 415 300 205 


Wihrend die Kigenatmung (La, Ib, [c) kaum eine Verringerung 
erleidet, ist in den alkoholischen V ersuchen die O,- hittadien nach 
24 Stunden auf */,, nach 2 Tagen auf die Hilfte zuriickgegangen. 
Das frische Priparat vermittelt bei Gegenwart von Alkohol eine 
withrend der ersten Stunde rund viermal gréBere Sauerstoffaufnahme. 

Das Verhiltnis von gebildetem CO, zu aufgenommenem Sauer- 
stoff wurde mit dem steril aufbewahrten Leberbrei am 3. ‘l'age 
bestimmt. 

Ansiitze: je 0,5 g Leberbrei und 5 ccm m/15-Phosphatpuffer p,, = 7,6. 
Sie enthalten auBerdem: 

| If III lV 
-- m/25-Alkohol m/25-Acetaldehyd = m/25-Na-acetat. 


I’, 11’, Il’, 1V’ ebenso. Die SchiittelgefiBe enthielten in den inneren 
Niipfen je 0,2 cem 50°/,iger KOH. T= 37°. 


Tabelle 2. 





Zeit QO,-Aufnahme CO,-Entwicklung 

(Min) | ro) vy) aw) mw immer) iv liv f v—t | w—i0\—i| Iv—iv 
2) — | — | 120/126; 50/120} 85) 98 — 6 70 | 

30 27 89 180 145 58 140] 92 116 62 15 s2. | 

15 31 98 | 136 156 76 1661)112 134 67 20 90 

5 45 110 150 176 106 210] 126 144 65 26 104 

105 61 122 174 196 134 230] 140 160 61 22 106 

120 68 126 180 205 146 260] 146 162 38 25 114 




















Der ProzeB, der CO, liefert, ist in I, I] und IV schon vor 
der ersten halben Stunde zum Stillstand ccaonegee Dessen Menge 
hat sich nach 2 Stunden nicht weiter vermehrt. Nur bei Gegen- 
wart von Aldehyd, der auch die gréBte O,- perecne verursacht 
(III), geht die CO,- Entwicklung weiter. Sie iibertrifft innerhalb der 
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Versuchszeit diejenige des zusatzfreien Ansatzes um_ beinahe 
100°/,. Dagegen wird durch die Anwesenheit von Alkohol und 
von Acetat die CO,-Erzeugung auf etwa '/, reduziert. 

Ks sollen aus diesen Beobachtungen vorliufig keine Folge- 
rungen gezogen werden. 

Um zu sehen, ob und in welchem MaBe die enzymatische 
Wirkung an das Gewebe gebunden ist, wurde der frische Leber- 
brei mit der gleichen Gewichtsmenge T'oluolwasser ausgewaschen 
und das Gewebe auf der Zentrifuge von der Fliissigkeit abgetrennt. 
Diese Operation wurde mit der gleichen Menge Wasser noch zwei- 
mal wiederholt. Sodann priifte man nebeneinander Proben des 
nicht gewaschenen Leberbreis (a), des dreimal gewaschenen (se- 
webes (b) und der ersten siectiitnelesten Lésung, einer gelhen, 
triiben Fliissigkeit (c) 

Die Ansiitze waren dieselben wie oben, je 0,5 g Leberbrei und Pufier 
wie angegeben, von b wurden 4 cem mit 2 ccm Pufferlésung eingesetzt, 
das ist das 5—6fache der Menge, die 0,5 g Leberbrei entspricht. Ia, b 
und c war ohne Zusatz, II enthielt zu m/25-Alkohol, III zu m/25-Aldehyd. 
Die Versuchsreihe wurde am niichsten Tage, nachdem die Priparate, iiber 
Nacht durch Toluol geschiitzt, im Eisschrank aufbewahrt gewesen waren, 
wiederholt. Die Werte sind auf der unteren Hilfte der Tabelle angegeben. 
In allen Gefiiben CO,-Absorption. J = 37°. Reaktionsgas: Luft. 


Tabelle 3. 











Zeit (Min.) I II III 
1. Reihe. 
ft b c a b ¢ a b C 
LW 41 56 50 44 115 60 90 60 —_ 
15 62 91 90 Td 40 85 145 70 — 
30 102 150 160 140 180 140 250 118 — 
45 134 186 220 195 190 180 330 148 —_ 
60 170 210 270 260 205 220 400 166 — 
75 196 225 310 310 15 250 460 177 _ 
90) 225 232 350 360 220 280 200 186 —_ 
120 275 200 430 420 225 330 600 205 -- 
2. Reih« 
15 40 46 116 73 52 — 120 15 182 
30 36 93 154 126 82 — 200 32 220 
45 123 132 178 180 93 — 285 sO 355 
60 140 150 205 210 95 —- 350 104 290 
75 148 158 235 235 104 —- 405 130 315 
90 154 163 265 260 106 — 470 142 3845 
120 162 173 280 280 110 — 560 162 360 
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Die Folgerungen, die sich aus diesen Versuchen vorliutig und 
mit Vorsicht ziehen lassen, sind die, daB das, was wir als Kigen- 
atmung des Lebergewebes bezeichnen, bei der Aufteilung des 
Leberbreis (a) in wiBriges Extrakt (c) und gewaschenes Gewebe {b) 
in der Wirksamkeitssumme dieser beiden Bestandteile ungefihr 
erhalten geblieben ist. Dabei hat man zu beachten, dab b ge- 
wichtsmibig nicht mit a verglichen werden darf, da der gewaschene 
Leberbrei zentrifugiert wurde. Man wird daher, wenn man ver- 
gleichen will, die Werte unter b jeweils zu */,, die unter c, 
wie oben ausgefiihrt, zu '/, einzusetzen haben. Bestimmt libt 
sich sagen, dab der Hauptteil der Kigenatmung im ausgewaschenen 
Gewebe geblieben ist. 

Anders liegen die Verhaltnisse in den Versuchen mit Alkohol 
und mit Aldehyd. Hier erreicht die Summe der Wirksamkeiten 
von gewaschenem Gewebe und von Waschfliissigkeit nach der noch 
rohen Berechnungsweise bei weitem nicht den Wirkungswert des 
urspriinglichen Leberbreis. Die Verteilung auf b und c ist zwar 
ungefihr im gleichen Verhiltnis wie unter I vor sich gegangen, 
aber die summierte Aktivitiit ist auf weniger als die Hilfte ge- 
sunken. 


Darstellung eines Enzympriparats. 


Battelli und Stern haben durch Behandlung von Leber- 
brei mit Aceton ein Trockenpraparat dargestellt, das, im Vakuum- 
exsiccator aufbewahrt, einige Tage lang wirksam blieb und von dem 
40 g in einer Stunde ,,0,05 g Alkohol und noch mehr“ oxydierten. 
Wir sind einen Schritt weitergegangen und haben durch Ausfillung 
mit Aceton oder Alkohol aus dem abzentrifugierten Waschwasser 
ein aktives Enzympriparat dargestellt, dessen Untersuchung zur- 
zeit fortgefiihrt wird. 

200 g Leberbrei werden mit 600 ccm Toluolwasser aus- 
gewaschen und zentrifugiert. Die abgetrennte Fliissigkeit wird 
mit dem halben Volumen reinen Acetons versetzt, wobei ein braun- 
gelber, flockiger Niederschlag ausfillt. Unvorsichtigerweise wurde 
das filtrierte Priparat mit Wasser gewaschen, wodurch, wie ein 
spiterer Versuch zeigte, erhebliche Mengen des wirksamen Prinzips 
herausgelést werden. 

Die O,-Aufnahmen wurden ohne Zusatz (I) und mit m 25-Acetaldehyd (II) 
bestimmt. A war mit Aceton, B mit Alkohol gefiillt. ‘Zur Verwendung 
kamen je 0,5 g Enzympriparat, das nur teilweise in 5 cem m. 15-Phosphat- 
puffer py, = 7,4 in Lésung ging. 7’ = 37°. 
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Tabelle 4. 











, ; A B 
Zeit (Min.) 

I Il I Il 

15 100 115 134 63 

30 152 178 176 108 

45 170 220 198 142 

60 180 255 210 165 

90 190 315 225 220 

120 190 365 230 255 
330 200 520 240 425 


Bei einem weiteren Versuch wurden 200 g Leberbrei mit 
400 ccm 'Toluolwasser extrahiert. 100 ccm der zentrifugierten 
Fliissigkeit wurden mit dem halben Volumen Aceton gefallt. Die 
Faillung wurde mit 50 ccm Wasser ausgezogen und nochmals 
zentrifugiert. Ein kleiner Teil der ersten Fallung wurde zuriick- 
behalten. Dann wurden erste Extraktion (a), Fallung (b) und zweite 
ixtraktion (c) in nachstehender Versuchsreihe auf ihre Aktivitit 
gepriift. 

Jeweils 3 ccm von a und ¢, 0,5 g von b. I mit Puffer wie iiblich. 
ohne Zusatz. If an Acetaldehyd m/25 


Tabelle 5. 











Zeit (Min.) I II 

“a b c a b c 

15 4Y 195 14 300 195 31 
30 102 220 22 450 305 50 
45 108 250 35 506 360 70 
60 156 270 4:1 640 380 87 
90 220 285 51 770 415 126 
120 325 295 5D 870 435 156 
150 385 300 —_ 950 455 182 
180 430 310 59 1030 475 220 
240 500 320 63 1150 515 290 
300 540 330 65 1200 550 345 
360 590 335 69 | 1280 595 410 


Bei der Extraktion des mit Aceton gefallten Rohpriparates 
mit Wasser erhilt man eine Lisung (c), in der die zusatzfreie 
Q,-Aufnahme stark zuriickgegangen ist (Ic), wihrend bei Gegen- 
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wart von Aldehyd noch eine erhebliche Wirksamkeit bestehen 
bleibt (IIc). Hier scheint ein Weg vorzuliegen, das System, das 
fiir die Kigenatmung verantwortlich ist, abzutrennen. 


Eine besonders wirksame Enzymlésung erhielt man durch 
Extraktion von Leberbrei mit m/15-Phosphatpuffer p,, =6,2. Diese 
Wasserstoffzahl entspricht etwa derjenigen der Lebertfliissigkeit. 

50 g Leberbrei wurden mit 100 ccm einer Pufferlésung unter 
Toluolzusatz 1 Stunde lang auf der Maschine geschiittelt, dann 
zentrifugierte man. Ks wurden sowohl Extrakt (a) wie Riickstand (b) 
auf ihre Wirksamkeit gepriift und zwar ohne Zusatz (I), wie mit 
m/25-Acetaldehyd (II). 


Zur Verwendung kamen 3 ccm von a, 0,5g von b. Fiir den Vergleich 
sind die Werte von b mit 2,5 zu multiplizieren. 




















Tabelle 6. 
Zeit (Min.) I II 
a b a b 
15 84 43 270 68 
80 130 65 415 112 
45 170 84 520 138 
60 210 100 570 168 
80 250 115 665 195 
120 310 140 800 240 
180 855 8168 9385 3805 
240 395 196 1020 350 


Die wirksame Lésung, die man so erhalt, diente fir die 
folgenden Versuche. 


Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der 
Aldehydkonzentration. 


Es wurde die 0,-Aufnahme vergleichend bei m/25-, m/50- 
und m/100-Konz. an Acetaldehyd gemessen. Der Extrakt war 
24 Stunden alt. Seine Wirksamkeit ist voll erhalten geblieben. 
Pr = 62. T = 37°, 

Die Konzentration ist, wie aus den Werten von Tab. 7 hervor- 
geht, innerhalb m/25 und m/100 ohne EinfluB auf den Reaktions- 
verlauf, 
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Tabelle 7. 





Zeit (Min.) a att Vv 
ohne Zusatz m/25-Ald. m/50-Ald. m/J00-Ald. 
10 178 200 240 255d 
20 250 330 375 396 
30 295 410 450 465 
40 340 485 520 530 
50 870 535 565 570 
60 895 565 590 5960 
90 465 695 730 710 
120 495 770 800 145 
150 520 825 845 780 














Methylenblau als Wasserstoffacceptor. 


Die Fermentlésung entfirbt bei SauerstoffausschluB MB auch 
ohne Aldehyd, enthailt also nach unseren Anschauungen Wasser- 
stoffdonatoren, deren chemische Natur noch festzustellen ist. Bei 
Gegenwart von Aldehyd ist indessen die Entfarbungszeit wesentlich 
geringer und wir ziehen daraus den SchluB, daB sich in der 
Lésung ein Aldehyd dehydrierendes Ferment befindet, von dem 
wir annehmen, daB es identisch ist mit demjenigen, das die 
Sauerstoffaufnahme vermittelt. Jedoch bedarf diese Annahme 
noch weiterer Beweise. 

Die Entfairbungszeiten wurden nach der Thunbergschen 
Methode in der etwas abgeinderten Apparatur, wie sie im hiesigen 


Laboratorium iiblich ist’), bestimmt. 
Je 3,0 cem Extrakt wurden mit 2 cem Pufferlésung py = 6,2 versetzt, 
dazu kam, nachdem die Rékren luftfrei gemacht waren, je 1 ccm 0,1 °/,ige 


MB-Lésung (= 1 mg MB). 
Ohne Aldehyd Mit Aldehyd 


1 2 1 2 

Entfirbungszeit Min. 27 27 9 9 
Nachdem so die Beteiligung des Aldehyds an der Reduktion 
des MB einwandfrei festgestellt war, wurde untersucht, wieviel 
Farbstoff die Enzymlésung bei Gegenwart von m/25-Acetaldehyd 
zu entfiirben vermag. Zu dem gleichen Ansatz aus einer anderen 
Enzymbereitung wurde in einer gréBeren Thunbergréhre so 
lange 0,1 °/,ige MB-Lésung gefiigt, als noch Entfarbung eintrat. 


7’ = 37°. 
Zusatz eem 4 4 4 4 2 2 2 2 
Entfirbungszeit (Min.) 20 20 20 20 14 24 45 60 





1!) A. Bertho, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 474, S. 7 (1929). 
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Weitere 6 ccm waren nach 12 Stunden nicht entfirbt, auch 
Zugabe von 2ccm m/10-Aldehydlésung fihrte erst nach 5 Stunden 
zur Entfarbung. 

Wie man sieht, werden die ersten 16 mg MB mit gleich- 
bleibender Geschwindigkeit entfarbt. Nach 80 Minuten nimmt 
die Geschwindigkeit ab, das mag wohl, wie in anderen dhnlichen 
Fallen, auf eine Hemmung durch das gebildete Leuko-MB zuriick- 
zufiihren sein. Es zeigt iibrigens auch die Reaktion mit Sauerstoff 
nach einiger Zeit ein deutliches Absinken der Geschwindigkeit. 

Der Umsatz an MB ist recht erheblich, auch wenn wir ihn 
mit der dquivalenten Menge an Sauerstoff vergleichen. Den im 
Laufe von 2 Stunden reduzierten 20 mg MB entsprechen 1 mg 
oder 700cmm O,. Vergleicht man damit den Umsatz im Versuch 
mit Sauerstoff auf Tabelle 7, so findet man ihn zu 8U0cmm. Die 
Umsatzgeschwindigkeiten sind also mit den beiden Wasserstoff- 
acceptoren der GréBenordnung nach dieselben. 

Wir zeigen ferner, dab, wenn man die Enzymlésung zur oxy- 
dativen Dehydrierung von Aldehyd so lange verwendet, bis die 
Q,-Aufnahme zum Stillstand gekommen ist, daB dann, auch nach 
erneuter Zugabe von Aldehyd, MB nicht mehr entfarbt wird. 
Wenn also das Fermentsystem seine Fihigkeit verloren hat, die 
,~Oxydation“ von Aldehyd zu beschleunigen, ist es auch gegen- 
iiber der Reaktion Aldehyd-MB wirkungslos geworden. 

Je 3ccm Enzymlésung, ohne (I) und mit m/25-Acetaldehyd (II). Vol. 5ecm. 

Jeder Ansatz wurde in doppelter Ausfiihrung im Thermostaten bei 87° 
geschiittelt, ein Paar in GefaiBen mit CO,-Absorption, das andere ohne KOH, 


da die Fliissigkeiten nach beendeter Reaktion in Thunbergréhren iiber- 
gefiillt werden sollten. 














Tabelle 8. 
Zeit (Min.) I I 
30 290 650 
60 875 900 


90 
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Nach 7'/, Stunden wurde die Beschickung der beiden andern 
gleichzeitig geschiittelten GefaBe auf ihr Vermégen, MB zu ent- 
farben, in der iiblichen Weise gepriift. Zum Vergleich bestimmte 
man die Entfarbungszeiten gleicher Ansitze wie I und II, die 
nicht zur Reaktion gelangt waren, [IJ] =I, IV = IL. 

I II III IV 


Entftirbungszeiten (Min.) 480 450 60 5 


Bei Gegenwart von MB wird Sauerstoff in den Versuchen mit 
Aldehyd mit gleicher Geschwindigkeit aufgenommen wie ohne MB. 


Hydrochinon wird von dem von uns verwendeten Leber- 
extrakt noch rascher als Acetaldehyd dehydriert. Succinat dagegen 
scheint kaum dehydriert zu werden. Die Sauerstoffaufnahme er- 
folgt mit Alkohol langsamer als mit Aldehyd. Dies spricht da- 
gegen, daB die Dehydrierung des Aldehyds nur eine scheinbare 
sei und den durch Mutasewirkung aus dem Aldehyd primar ent- 
standenen Alkohol treffe. 


Uber die hemmende Wirkung von Blausdure liegen einige 
Versuche vor, die zeigen, daB sie geringer ist als in andern 
enzymatischen Autoxydationssystemen (Dehydrase der Essigsiure- 
bakterien, Succino-dehydrase). So bleibt nach einem Versuch vom 
5. 11. 29 die Kigenatmung von Leberextrakt bei m/100-HCN zu 
einem vollen Viertel erhalten. Am folgenden Tage wurde fest- 
gestellt, dab die Geschwindigkeit der O,-Aufnahmen im Ansatz 
mit m/200-HCN im Falle des Alkohols nur auf die Hilfte, bei 
Hydrochinon auf 40°/, vermindert wird. 

Damit bestatigen wir die Beobachtungen von M. Dixon und 
Elliott'), die erst nach Niederschrift dieser Mitteilung vor kurzem 
veroffentlicht worden sind, daB Fermentsysteme, die in ihrer 
Funktion durchaus den Charakter von ,, Atmungsfermenten“ duBern, 
in dieser Funktion blausdurefest sein kénnen. 


1) Biochem. Jl. Bd. XXIII, S. 812 (1929). 
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6. Mitteilung: Weitere Untersuchungen iiber die Her- 
kunft des Muskelammoniaks. 
Von 
Gustav Embden und Gerhard Schmidt. 


(Ausgefihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. November 1929.) 


Die vor einiger Zeit in der Skelettmuskulatur aufgefundene 
Adenylsiure spaltet unter der Kinwirkung lebensfrischer Muskulatur 
und auch einer aus der Muskulatur gewinnbaren Fermentlisung 
Ammoniak ab. Die bei diesem Desaminierungsvorgang primir 
gebildete Substanz ist die schon von Liebig entdeckte Inosinsiure. 

Die engen Beziehungen, die allem Anschein nach zwischen 
dem als Tatigkeitsfolge auftretenden Ermiidungszustand und den 
Absterbevorgingen bestehen, legten die Frage nahe, ob auch bei 
der Muskelarbeit Ammoniak gebildet wird, und in der Tat konnte 
Ammoniakbildung als Begleiterscheinung der Muskelarbeit in iso- 
lierten Froschmuskeln und an den Gastrocnemien lebender Frésche 
nachgewiesen werden. 

DaB bei der Muskeltatigkeit und beim Absterben die gleiche 
Ammoniakquelle in Frage kommt, war schon von vornherein da- 
durch wahrscheinlich, daB bei der Arbeit isolierter Muskeln nahezu 
die gesamte Ammoniakmenge frei werden kann, welche die Musku- 
latur beim Absterben unter den zu maximaler Ammoniakbildung 
fihrenden Bedingungen zu bilden vermag.') 

In weiteren Untersuchungen konnten gesetzmabige Beziehungen 
zwischen dem N-Gehalt des in bestimmter Weise aus Muskeln 


(a ae ee 


1) G. Embden u. H. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, S. 169 Ta- 
belle 2 und S. 183 Tabelle 6 (1928). 
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gewonnenen Kupferkalkniederschlages') und dem aus den gleichen 
Muskeln abspaltbaren Ammoniak aufgedeckt werden derart, dag 
das Fiinffache des als Ammoniak abspaltbaren Stickstoffs annahernd 
gleich dem Stickstoffgehalt des Kupferkalkniederschlages, vermehrt 
um den sofort vorhandenen Ammoniakstickstoff ist.”) Diese Ge- 
setzmiBigkeit gilt sowohl fiir die Schenkelmuskulatur von Fréschen 
wie fiir den Biceps femoris des Kaninchens. 

Als Muttersubstanz des beim Absterben gebildeten Ammoniaks 
konnten nach dieser Untersuchung nur solche Substanzen in Frage 
kommen, deren Stickstoffgehalt dem Fiinffachen der aus ihnen als 
Ammoniak abspaltbaren N-Menge entspricht. In einer kiirzlich 
veréffentlichten Arbeit von G. Schmidt wurde gezeigt*), daB Adenin, 
Guanylsiure, Guanosin und Guanin unter der Einwirkung von Muskel- 
brei und MuskelpreBsaft kein Ammoniak abspalten, also als Mutter- 
substanzen des Muskelammoniaks keine Rolle spielen kénnen. 

Nur zwei Substanzen kamen hiernach und nach den eben 
erwihnten Versuchen von Embden und Wassermeyer als 
(Juelle des Muskelammoniaks in Frage, die Muskeladeny}- 
siure und das Adenosin. 

Durch die vorliegende Untersuchung wird, wie wir glauben, 
die Adenylsiiure als einzige Muttersubstanz des unter anaeroben 
Bedingungen im Muskel entstehenden Ammoniaks sichergestellt. 

Wir bedienten uns bei dieser Untersuchung eines sehr ein- 
fachen Verfahrens. Vor kurzem ist es Gerhard Schmidt‘) 
gelungen, aus der Kaninchenmuskulatur eine Fermentlésung zu 
gewinnen, welche unter bestimmten Versuchsbedingungen lediglich 
Muskeladenylsaure, nicht aber Adenosin, zu desaminieren vermag. 
Auch gegeniiber einer gréBeren Anzahl anderer, im Organismus 
vorkommender Substanzen mit primiren Aminogruppen erwies 
sich das Ferment als voéllig unwirksam. Zerstért man nun die 
ammoniakbildenden Fermente in der frischen Muskulatur vollstandig 
durch kurze Behandlung mit verdiinnter Salzsiure, und versetzt 
man nachtriglich mit einem Uberschu8B von Natriumbicarbonat, 
so kommt es nach 1?/, stiindigem Stehen des so vorbehandelten 
Muskelbreis bei 38° zu _ keiner merklichen Ammoniakbildung. 
Fiigt man aber einem gleichartig vorbehandelten Ansatze eine 


1) In den Kupferkalkniederschlag geht die gesamte Adenosinphos 
phorséure und nahezu das gesamte Adenosin ein. 

*) G.Embden u. H. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, S. 226 (1925). 

5) Diese Zs. Bd. 179, S. 243 (1928). 

*) A.a. O. 
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Lésung des Muskeladenylsiure desaminierenden Fermentes hinzu, 
so beobachtet man, wenigstens in den Versuchen am Frosch, eine 
Ammoniakbildung, die derjenigen nach 3—4 stiindiger Exposition 
der frischen Muskulatur gleich ist. 

Bei der weitgehenden Spezifitiit des Adenylsiure desami- 
nierenden Fermentes kann daher der bereits durch die Versuche 
von Embden und Wassermeyer gefiihrte Nachweis, daB als 
(juelle der Ammoniakbildung beim Absterben der Muskulatur nur 
Adenylsiure und Adenosin in Frage kommen, dahin priizisiert 
werden, daB lediglich in der Adenylsiiure die Muttersubstanz des 
Ammoniaks zu erblicken ist. 


Parnas hat zunichst die Angaben aus dem hiesigen Institut'), wo- 
nach die Adenylsdure als alleinige Muttersubstanz des bei der Titigkeit 
gebildeten Ammoniaks anzusehen sei, stark in Zweifel gezogen.*) Unsere 
Angaben stiitzten sich einmal auf den Nachweis, daB Adenylsiiure mit 
Leichtigkeit unter der Einwirkung des Muskels desaminiert wird, wobei als 
Desaminierungsprodukt [nosinsiure isoliert werden konnte,*) Ferner konnte, 
wie oben Seite 206 e: wiihnt, gezeigt werden, daB eine pesetzmiBige Beziehung 
besteht zwischen der Menge des unter bestimmten Expositionsbedingungen 
gebildeten Ammoniaks und des aus sauren Muskelextrakten mit Kupfer- 
sulfat und Kalkmilch fallbaren Stickstoffs.*) 

Es freut uns, daB sich Parnas neuerlich unsere Anschauungen iiber 
die Herkunft des Ammoniaks bei der Muskeltitigkeit (wenigstens unter 
anaeroben Bedingungen) zu eigen gemacht hat.®) 


Methodisches. 


Zu allen Versuchen wurde in fliissiger Luft zerkleinerte Muskulatur 
benutzt. Auf 15 cem Lésung kamen 0,8—1,5 g Muskelpulver. Stets wurde 
so vorgegangen, daB die Muskulatur in die die entsprechende Versuchslésung 
enthaltenden, vorgewogenen Erlenmeyerkélbchen eingefillt wurde; die Menge 
des Muskelpulvers wurde dann durch Zuriickwigen bestimmt. Absichtlich 
wurden die Muskelmengen in ein und demselben Versuch nicht ganz kon- 
stant gehalten, um zu zeigen, daB die erhaltenen Ammoniakwerte fiir die 
in jedem einzelnen Versuch verarbeiteten Muskeln charakteristisch und un- 
abhingig von den zufillig zur Verwendung kommenden Muskelmengen sind. 

Bei unserer Versuchsanordnung muBte auf folgende Punkte besonders 
geachtet werden: Die zur Inaktivierung des spiiter mit dem Ferment zu 


1) G. Embden, Vortrag Naturf.- Vers. Diisseldorf 1926, Ref. Ronas Ber. 
Bd. 38, S. 157 (1927). — G. Embden, Klin. Wochenschr. Bd. 6, S. 628 
(1927). — G.Embden, E. Lehnartz u. G. Schmidt, Vortriige Tagung 
der deutsch. Physiol. Ges. 1927, Ref. Ronas Ber. Bd. 42, S. 560fF (1928). 

”) I.K. Parnas, Biochem. Zs. Bd. 184, $.438 Anm. 3 (1927). 

*) G. Schmidt, Diese Zs. Bd. 179, S. 280 (1928). 

*) G.Embden u. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, S. 226 (1928). 
*) I. K. Parnas, Klin. Wochenschr. Bd. 8, S. 506 Zeile 1 ff (1929). 
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behandelnden Ansatzes angewandte Salzsiurekonzentration muBte einerseits 
geniigen, um die in der Muskulatur vorhandenen Enzyme mit Sicherheit 
unwirksam zu machen, andererseits so niedrig gehalten werden, da8 wihrend 
der Inaktivierungszeit nicht etwa Ammoniak durch die Wirkung der sauren 
Reaktion entstand.') 

Ferner mu8te in jedem Versuch bewiesen werden, daB wihrend der 
langen, bei schwachalkalischer Reaktion erfolgenden Digestion ebenfalls 
kein Ammoniak durch sekundire chemische Einwirkung gebildet wurde. 
Eine derartige Ammoniakentwicklung ist stets zu beobachten, wenn man als 
Expositionsfliissigkeit ohne weiteres eine Bicarbonatlésung benutzt, da in 
diesem Fall die Reaktion der Fliissigkeit durch Kohlensiureverluste wihrend 
des Versuches alkalischer wird. Es wurde daher fiir die B-Ansiitze statt 
einer Bicarbonatlésung ein Gemisch von Salzsiiure und Natriumbicarbonat 
angewandt, welches die letztere Substanz im UberschuB enthielt. Die Ge- 
fiBe wurden sofort nach dem Bicarbonatzusatz zur salzsauren Lésung fest 
abgeschlossen, so daB wiihrend des ganzen Versuches in dem Gasraum ein 
hoher Kohlensiiurepartialdruck herrschte, der eine Verschiebung der Reaktion 
nach der alkalischen Seite verhinderte. 

Da die vorliegende Untersuchung auf dem quantitativen Vergleich 
einer kurz dauernden autolytischen Ammoniakbildung mit der Ammoniak- 
bildung durch das Muskeladenylsiure desaminierende Ferment beruht, muBte 
natiirlich unter den gewahlten Versuchsbedingungen die Muskeladenylsiure 
durch die Fermentlésung quantitativ desaminiert werden. 

Die Vollstindigkeit der Desaminierung wurde deswegen fiir jede 
einzelne, in unseren Versuchen angewandte Fermentlésung wiederholt ge- 
priift, wobei wir das Ferment auf 10 mg reiner Adenylsidure (entsprechend 
etwa dem Fiinffachen der in den Hauptversuchen zu erwartenden Adeny!- 
siuremenge) unter streng vergleichbaren Bedingungen einwirken lieBen. 
Stets wurden hierbei 98—100°/, der theoretisch berechneten Ammoniakmenge 
gefunden. Ferner konnte gezeigt werden, daB Muskeladenylsiure, auch 
wenn man sie zu der mit Salzsiiure vorbehandelten Muskulatur zusetzt. 
quantitativ desaminiert wird, so daB eine Stérung der Bestimmung durch 
moéglicherweise im Muskel vorhandene, hemmende Substanzen aus- 
geschlossen ist. 

Nimmt man die fermentative Bestimmung der Adenylsaure im Gewebs- 
brei vor, so ist es notwendig, durch dauerndes Schiitteln der Ansitze dafiir 
zu sorgen, daB wihrend der kurzen Versuchszeit die gesamte im Gewebe 
eingschlossene Adenylsiure der Fermentwirkung ausgesetzt wird. Nur so 
erhilt man zuverlissige Ergebnisse. Alle Ansiitze, auBer dem zur Bestimmung 
des Sofort-Wertes dienenden, wurden daher wiihrend der ganzen Versuchs- 
zeit im Schiittelthermostaten bei 38° gehalten. 

Zu jedem Versuch wurden folgende Ansiitze vorbereitet: 


1. Ansatz A. Dieser diente zur Bestimmung des von vornherein 


im Muskel vorhandenen Ammoniaks. In ein Erlenmeyerkélbchen wurden 
5 eem 2,7°/,ige Salzsiure und 5 cem 4°/,ige Natriumbicarbonatlésung ein- 





1) G. Embden, M. Carstensen u. H. Schumacher, Diese. Zs. 
Bd. 179, S. 190 (1928). 
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pipettiert, so da8 ein kleiner, aber zur Inaktivierung der Fermente hin- 
reichender SalzsiureitiberschuB vorhanden war. 

2. Ansitze B, und B,. In diesen Ansitzen wurde die autolytische 
Ammoniakbildung der Muskulatur nach 3 und nach 4 Stunden festgestellt. 
In zwei Erlenmeyerkélbchen von je 100 ccm Inhalt wurden 5 cem 2,7°/,ige 
Salzsiure und 10 cem 4°/,ige Natriumbicarbonatlésung einpipettiert, so daB 
fast die Hilfte des angewandten Bicarbonats im Uberschu8 vorhanden war. 

3. Fermentative Adenylsaurebestimmung (Ansatz F). Das 
Muskelpulver kam in dasselbe Gemisch wie beim Ansatz A. Nach dem 
Zuriickwigen wurden 5 ccm 4°/,ige Natriumbicarbonatlésung zugegeben, 
so daB nun annihernd dieselben Azidititsbedingungen wie in den B-An- 
siitzen herrschten. Nach griindlichem Durchmischen wurden 5 cem der 
Adenylsiuredesaminaselésung zugegeben und der Ansatz 1'/, Stunden bei 38° 
exponiert. 

4. Um den Erfolg der Salzsiureinaktivierung zu kontrollieren und eine 
sekunddre, chemisch bedingte Ammoniakbildung auszuschlieBen, wurden 
schlieBlich zwei Ansitze ebenso wie die Ansitze A vorbereitet, nach Ein- 
fillung des Muskelpulvers zuriickgewogen, mit 5 ccm 4°/,iger Natrium- 
bicarbonatlésung versetzt und der eine Ansatz 1'/, Stunden wie die F-Ansitze 
der andere Ansatz 4 Stunden wie die B,-Ansiitze exponiert. 

Die Unterbrechung der Versuche erfolgte stets durch Hinzufiigen von 
5eem 2,7°/,iger Salzsiure. Die Ansitze wurden bis zur Ammoniakbestimmung 
im Eisschrank aufbewahrt. Die Bestimmungen wurden jedoch nie spiiter 
als 1 Stunde nach dem Salzsdurezusatz in der von Embden, Carstensen 
und Schumacher’) beschriebenen Weise vorgenommen, nur bedienten wir 
uns bei den relativ groBen zu bestimmenden Ammoniakmengen nicht eines 
Destillationsapparates mit Glasschliffen, sondern eines solchen mit Gummi- 
stopfen. Die Leerwerte wurden vor jedem Versuch ermittelt und mit dem 
Versuch erst begonnen, nachdem ihre Konstanz festgestellt war. Der bei 
der Leerdestillation ermittelte, nie tiber 0,05 cem betragende Titerverlust 
der N/200 Séiure wurde von der bei der Ammoniakbestimmung erhaltenen 
Titerdifferenz abgezogen, ebenso auch in dem entsprechenden Ansatze der 
sehr geringe Ammoniakgehalt der unter den Bedingungen des F-Ansatzes 
fiir sich exponierten Fermentlésung. 


Versuchsergebnisse. 


Die Ergebnisse von fiinf in der geschilderten Art angestellten 
Versuchen an Fréschen sind in der untenstehenden Tabelle nieder- 
gelegt. Die in Reihe1 verzeichneten Anfangswerte fiir Ammoniak 
liegen zwischen 2 und 5 mg pro 100 g frischer Muskulatur. Ihre 
betrachtliche Hohe ist dadurch bedingt, daB nicht sorgfiltig pra- 
parierte Gastrocnemien, sondern die mit der Schere abgetrennte 
gesamte Schenkelmuskulatur verwandt wurde, wobei es zu einer 
gewissen Ammoniakbildung kommen muBte. Die in der oben 
geschilderten Weise angesetzten Kontrollen (Reihe 2 und 3), welche 





') Diese Zs. Bd. 179, S. 191 (1928). 
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1'/, bzw. 4 Stunden bei 38° aufbewahrt wurden, zeigten keine 
wesentliche Anderung ihres Ammoniakgehaltes. In den Vertikal- 
reihen 4 und 5 sind die nach 3stiindiger und nach 4stiindiger Aut- 
bewahrung des frischen Muskelbreis in der oben beschriebenen, 
schwach alkalischen Liésung — ebenfalls bei einer Temperatur 
von 38° — erhaltenen Ammoniakwerte wiedergegeben. Man sieht 
aus einem Vergleich der beiden Reihen, daB bereits nach 3 Stunden 
die Ammoniakbildung annahernd ihr Ende erreicht hat. Die 
simtlichen Versuche sind wahrend des Monats Marz angestellt, 
und darauf ist es wohl zuriickzufiihren, daB die B-Werte in den 
verschiedenen Experimenten einander sehr 4hnlich sind. 





Ammoniakgehalt in mg °/, der feuchten Muskulatur 
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In Kolonne 6 sind die Ergebnisse der Fermentversuche 
niedergelegt, und man sieht, da diese trotz der soviel kiirzeren 
Expositionszeit innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung mit 
den entsprechenden B-Werten iibereinstimmen. Hieraus geht 
hervor, daB die gesamte Ammoniakmenge, die bei kurz- 
dauernder Exposition der frischen, zerkleinerten Mus- 
kulatur unter anaeroben Bedingungen gebildet wird, 
durch die Muskeladenylsiuredesaminase in Freiheit 
gesetzt wird, daB also die Quelle des Muskelammoniaks 
mit der Muskeladenylsiure identisch ist. 











Uber die Bedeutung der Adenylsaure fiir die Muskelfunktion. 21] 


Nicht ganz so vollkommen wie die eben geschilderten Ver- 
suche am Frosche verliefen diejenigen am hellen Musculus biceps 
femoris von Kaninchen. Freilich war bei diesen Versuchen, die 
ein Jahr vor den am Frosch vorgenommenen angestellt wurden, 
die Technik der Versuchsanordnung noch weniger gut ausgearbeitet. 
Namentlich wurden hier wahrend der Exposition die GefaBe nicht 
geschiittelt, und die B-Versuche wurden einfach in Natriumbi- 
carbonatlésung exponiert, wobei die Reaktion im Verlauf des 
Versuches stets alkalischer wurde (siehe oben Seite 208). Die am 
Kaninchen erhaltenen Versuchsergebnisse besitzen daher nicht 
den gleichen Genauigkeitsgrad wie die Froschversuche, so dab 
wir von ihrer Schilderung im einzelnen vor der Wiederholung 
der Experimente absehen. Immerhin laBt sich aus den bisher 
vorliegenden Versuchen schon mit Sicherheit der SchluB ziehen, 
daB auch im Kaninchenmuskel das bei der kurzdauernden Autolyse 
gebildete Ammoniak zum weitaus iiberwiegenden Teil aus Muskel- 
adenylsiure stammt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird der Nachweis gefiihbrt, daB die gesamte, bei mehr- 
stiindiger anaerober Exposition lebensfrischer Froschmuskulatur 
unter bestimmten Bedingungen freiwerdende Ammoniakmenge 
nach vorheriger Zerstérung siamtlicher Fermente durch eine 
Fermentlésung in Freiheit gesetzt wird, die lediglich Muskel- 
adenylsiure desaminiert. 

2. Hierdurch wird bewiesen, daB die bei kurzdauernder 
Autolyse des Froschmuskels auftretende Ammoniakbildung aus- 
schlieBlich in der Muskeladenylsaure ihre Quelle hat. 

Die Verhiltnisse am Kaninchenmuskel liegen ihnlich. 
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Von 


H. v. Euler, Karl Myrbiick und Signe Myrbiick. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. November 1929.) 


Die quantitative Bestimmung einer in Lésung befindlichen 
Katalasemenge ist ja nach einer der bekannten und erprobten 
Methoden ohne weiteres méglich. In vorliegender Untersuchung 
wurde das Wasserstoffperoxyd immer durch Permanganattitration 
in 2n-H,SO, bestimmt, und wenn nichts anderes gesagt wird, in 
etwa 0,01 n-H,O, gearbeitet. Bei Versuchen, die Katalase in 
Pflanzenteilen zu bestimmen, begegnet man aber der Schwierig- 
keit, das Pflanzenmaterial so vorzubereiten, daB die gefundene 
H,0,-Spaltung wirklich der wahren Katalasemenge des Objektes 
entspricht. Weiter muB man die Bedingungen feststellen, unter 
welchen sich diese spezielle Katalase méglichst genau er- 
mitteln 1aBt. 

In vorhergehenden Untersuchungen dieses Instituts an Chlo- 
rophyllmutanten'), durch welche ausgesprochene Mendelspaltungen 
bzgl. der Katalase festgestellt wurde, geschah die Messung der 
H,0,-Spaltung direkt in einer Suspension des zu untersuchenden 
Materials. Es ist ja in diesem Falle klar, daB die Bereitung der 
Suspension von der gréBten Bedeutung sein muB. 

45 ccm etwa 0,011 n-H,O, werden einige Zeit im Eisthermo- 
staten gelassen. Dazu setzt man das in 5 ccm Phosphatpuffer 
von p,, 7,1—7,6 suspendierte Enzymmaterial, vorher auf 0° ab- 


') Euler u. H. Nilsson, Sv. Akad. Arkiv. f. Kemi Bd.10, Nr. 6 
(1929); Naturwiss. Bd. 17, S. 289 (1929); Euler, Hellstrém u. Runehjelm, 
Diese Zs. Bd. 182, S. 205 (1929); Euler, Steffenburg u. Hellstrém, 
Diese Zs. Bd. 183, S. 113 (1929); Euler u. Hellstrém, Diese Zs. Bd. 183, 
S. 177 (1929); Euler, Hereditas Bd. 13, S. 61 (1929). 
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gekiihlt. Unmittelbar nach Zusatz des Enzyms sowie nach pas- 
senden Zeiten werden 10 ccm in 10 ccm 4n-H,O, einpipettiert 
und mit 0,01 n-Permanganat titriert. Bei einigermaBen enzym- 
reichem Material (wo man also entsprechend kleine Mengen 
nehmen kann) ist die Genauigkeit der Titration + 0,05 ccm. Aus 
den Titrationswerten wurde der monomolekulare Reaktions- 
koeffizient berechnet. Nun ist es bekannt, daB diese Koettizienten 
bei der Katalase im allgemeinen nicht konstant sind, sondern 
mit der Zeit fallen. Dies wird dem Umstande zugeschrieben, 
daB das Enzym allmahlich vom Hydroperoxyd irreversibel zer- 
stért wird. Man hat auch versucht, in komplizierteren Formeln 
mit der Verminderung der Enzymmenge zu rechnen. Ks ist ja 
auch immer méglich, eine Formel zu finden, die auf die Reaktion 
eines bestimmten Enzympraparates paBt. Wenn wir aber be- 
denken, daB die Zerstérung des Enzymes in héchstem Grade 
durch Begleitstoffe beeinfluBt wird, ist es klar, daB eine fir ein 
Priparat geltende Formel im allgemeinen nicht fiir ein anderes 
Priparat gilt. Tatsaichlich findet man auch ab und zu Fille, in 
welchen die monomolekulare Formel gut paBt, wo die Begleit- 
stoffe das Enzym so weitgehend schiitzen, daB in den in Betracht 
kommenden Zeiten die Zerstérung unwesentlich ist. Wir haben 
also mit der monomolekularen Formel gerechnet, sind uns aber 
wohl bewuBt, daB die Mittelwerte der ,,Konstanten“ keine wirk- 
lichen Mittelwerte sind. 

Was die Vorbereitung des Pflanzenmaterials betrifft, so hat 
man es friiher oft zuerst getrocknet, dann gemahlen und die 
Katalasewirkung von Suspensionen oder Extrakten bestimmt. ') 
Ks ist indessen bei einem so empfindlichen Enzym wie die Kata- 
lase nicht wahrscheinlich, daB die Trocknung immer ohne Enzym- 
verlust durchgefiihrt werden kann. LEinige Versuche zeigten dies 
auch mit aller Deutlichkeit. So bestimmten wir fiir eine gewisse 
Sorte von Griinmalz die Konstante pro Kern zu durchschnittlich 
38-10—%. Einige Kerne wurden dann sehr schonend getrocknet, 
nimlich in hohem Vakuum iiber P,O, bei 40° Das Material 
war schon nach kurzer Zeit staubtrocken. Die Konstante pro 
Kern war trotzdem auf etwa 9-10-% gesunken. Will man also 
die wahre Katalasemenge eines Pflanzenteiles kennenlernen, so 
muB die Bestimmung an dem frischen Material vorgenommen 
werden. Bei einer solchen Empfindlichkeit des Enzyms konnte 


—_— -- — 





) Siehe z. B. Bach u. Oparin, Biochem. Zs. Bd. 134, S. 183 (1928), 
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nun befiirchtet werden, daB schon wihrend der Bereitung der 
Suspension, Kiihlung usw. erhebliche Knzymmengen zerstért 
wurden. Wir bereiteten darum in der unten geschilderten Weise 
Suspensionen, die aufbewahrt und nach verschiedenen Zeiten 
untersucht wurden. Wir fanden so z. B. an Griinmalz nach 
einer Stunde bei 0° eine Zerstérung von etwa 20°/,, nach fiinf 
Stunden 40°/,. In einem anderen Falle fanden wir nach fiinf 
Stunden bei Zimmertemperatur eine Zerstérung von 50°/, der 
Katalase in zerriebenen Gersten-Blattkeimlingen. Parallelversuche 
zeigten, daB die Aufbewahrung der abgeschnittenen aber 
nicht zerriebenen Keimlinge keine Verminderung der Katalase 
verursachte. Die Zerstérung der Katalase in den Suspensionen 
ist von Priparat zu Priparat stark verschieden, was wohl mit 
verschiedenem Gehalt von Schutzstoffen oder zerstérenden Enzymen 
zusammenhingt. Fir die letzte Moéglichkeit spricht vielleicht, 
daB in ungekeimter Gerste die Zerstérung viel geringer zu sein 
scheint. In Uarrmalzextrakten ist sie dagegen stark. 

Die Konstanten fallen im allgemeinen, wie schon hervor- 








gehoben wurden. Beispiel: 
Zeit in Min. 0 5° 10 15 21 
KMnO, 69 | 5,7] 48] 427° 3,5 
k- 10° —_ 16,6 | 15,8 | 14,4 ] 14,0 








Ks gibt aber auch Fille, wo die monomolekulare Formel 














wirkliche Konstante gibt. Beispiel: 

















Zeit in Min. 0 5 10 15 
KMn0O, 8,8 6,2 | 4,35 | 3,0 
k- 10° — | 30,7 |30,6 | 31,1 


Bereitung der Suspensionen. Die zu untersuchenden 
Pilanzenteile (im allgemeinen 0,02—0,2 g) werden im Achatmérser 
mit 0,5 g gewaschenem Seesand versetzt und mit 1 oder 2 ccm 
0.3 mol. Phosphatlésung von p, = 7,2 iibergossen. Man reibt 
kriftig je nach Menge des Materials 2—5 Minuten, ergianzt das 
Volumen mit derselben Pufferlésung auf 7 ccm, gieBt alles in ein 
passendes GefiB und kiihlt im Eis. Zum Spaltungsversuch werden 
5 ccm herausgenommen. Besondere Versuche zeigten nun, dab 


die Zeit des Zerreibens, wenn sie mehr als 2 Minuten betrigt, 
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nicht mehr eine Steigerung der enzymatischen Wirkung bringt. 
Reibt man sehr lange und kraftig, z. B. in einem mechanischen 
Morser, so kann die Katalasemevge sogar wesentlich vermindert 
werden. Die Bereitung einer Suspension, welche zur Bestimmung 
der Katalasemenge von z. B. einem Gerstenkeimling dienen soll, 
ist also sehr einfach; gilt es aber, den durchschnittlichen Katalase- 
gehalt z. B. von einer Portion Griinmalz festzustellen, so be- 
gegnet man Schwierigkeiten, indem man keine so groBen Mengen 
des Materials in der oben beschriebenen Weise zerreiben kann, 
daB man eine zuverlassige Durchschnittsprobe bekommt. Man 
kann sich dann dadurch helfen, daB man zuerst eine gribere 
Probe in der Fleischmaschine zerkleinert, gut durchmischt und 
davon die kleine Probe fiir die Suspension entnimmt. Trockenes 
Material kann natiirlich in einer anderen passenden Miihle ge- 
mahlen werden. Mahlen von Gerste oder Malz zum Feinmehl 
in der Seck-Laboratoriumsmiihle verursacht keine Zerstérung 
der Katalase. 

Bei der beschriebenen Bereitung der Suspension geht nicht 
alle Katalase in Lésung, obgleich sie ihre Wirkung entfaltet. 
Filtriert man namlich die Suspension, so zeigt das Filtrat oft 
eine wesentlich schwachere Wirkung. Die Katalase ist also teil- 
weise an die festen Gewebssplitter gebunden, sei es, daB sie 
adsorbiert ist oder daB sie in unbeschiadigten Zellen bleibt und 
doch, wie z. B. auch die Saccharase in lebenden Hefezellen, ihre 
volle Wirkung zeigt. Suspensionen, aus demselben Material be- 
reitet, zeigen dieselbe Wirkung; untersucht man dagegen filtrierte 
Extrakte, so erhalt man oft recht schwankende Werte. Bei der 
Untersuchung einer Suspension ist es natiirlich wichtig, daB man 
vor der Kntnahme der 5 ccm gut umschiittelt. Ob grébere Sand- 
kérner zu Boden sinken und also nicht auspipettiert werden, ist 
dagegen recht gleichgiiltig, Versuche zeigen nimlich, dab der 
Sand keine nennenswerte Mengen Enzym sorbiert. 

Wesentlich ist, daB das Zerreiben mit Pufferlésung ge- 
schieht und nicht etwa mit Wasser. In solchen Fiillen tindet 
man oft viel weniger Katalase, was wohl mit Zerstérung durch 
nichtoptimale Aciditét zusammenhinegt. 

Hemmungskorper. Eine Méglichkeit besteht nun, dab 
die gefundene Wirkung nicht der wahren Katalasemenge ent- 
spricht, sondern daB eine zu kleine Aktivitat durch natiirliche 
Hemmungskérper vorgetiiuscht wird. Bei anderen Enzymen sind 
ja solche Erscheinungen bekannt. In Alteren Arbeiten iiber die 
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Pflanzenkatalase wird auch behauptet, daB Extrakte aus Pflanzen. 
teilen (die frei von Katalase sind) auf die Katalasewirkung anderer 
Extrakte stark hemmend wirken kénnen.') Zu betonen ist aber 
hier, daB in Arbeiten, wo die Katalasewirkung ohne Gegenwart 
eines geeigneten Acitititspuffers bestimmt wurde, die anwesenden 
Zusitze die Aciditat haben verschieben kénnen, so dab keine be- 
stimmten Schliisse itiber ,Hemmungskérper“ gezogen werden 
kénnen. Jedenfalls muB man damit rechnen, daB solche hem- 
menden Stoffe vorkommen kénnen. Es ware sogar denkbar, daB 
die von uns bestimmten Werte der ,,Katalasemenge“ in irgend- 
einem Material durch ihre Gegenwart vollkommen entstellt sind. 
Es ist auch nicht leicht festzustellen, daB sie nicht mitwirken. 
In unserem Falle spricht indessen fiir die Abwesenheit von Hem- 
mungskérpern schon der Umstand, dab, wie viele Versuche zeigen, 
die Reaktionsgeschwindigkeit der Enzymmenge proportional ist. 
Bei Gegenwart von hemmenden Stoffen in der Enzymlésung be- 
obachtet man sonst oft eine relativ viel gréBere Wirkung von 
kleinen Enzymmengen. Wir haben auch versucht, direkt die Ab- 
wesenheit von Hemmungsstoffen zu zeigen. Die bei anderen 
Enzymreaktionen gefundenen Hemmungskorper unterscheiden sich 
gewohnlich von den Enzymen durch ihre Temperaturstabilitit. 
Ein gekochter oder fiir die Zerstérung des Enzyms geniigend er- 
hitzter Extrakt hemmt noch im allgemeinen die Enzymreaktion. 
Wir untersuchten auch hier solche erhitzten Extrakte und zwar 
einen gekochten und einen auf 70° erhitzten. Die zugesetzte 
Menge war 5 ccm der zu demselben Versuch angewandten Enzym- 


losung. 




















Spaltungs- Ohne Zusatz + Gekochtes | + auf 70° er- 
zeit in Min. Extrakt hitztes Extrakt 
5 19,6 21,2 21,6 20,7 
10 k-10°2 18,8 19,4 20,1 19,1 
15 16,5 19,0 19,1 17,7 











Hemmung konnte also nicht beobachtet werden. Auch aus 
diesem Grunde kénnen somit die von uns gefundenen Werte als 


reelle betrachtet werden. 
Aciditatskurve. Die Acidititskurven sowohl der tierischen 


wie der ptlanzlichen Katalase sind ja festgestellt. Wir haben 





1) Siche z. B. Zaleski u. Rosenberg, Biochem. Zs, Bd. 33, S. 1 (1911). 
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es jedoch nicht unterlassen, die Acidititsabhingigkeit unserer 
Enzymlésungen zu messen, da es ja eine bekannte ‘Tatsache 
ist, daB in manchen Fallen die Acidititskurven von den Begleit- 
stoffen des Enzyms beeinfluBt werden. Der Kiirze halber haben 
wir einige unserer Versuche in der Fig. 1 zusammengefaBt, und 
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zwar betrifft die ausgezogene Kurve die Katalase des Gersten- 
griinmalzes, die gestrichelte die Katalase in Antirrhinumblittern?): 
Das Optimum ist also ziemlich breit und es streckt sich 
zwischen p,, = 7 und 8, also schon deutlich im alkalischen 
Gebiet. Wie oben gesagt, sind unsere Versuche zur quantitativen 
Bestimmung der Katalase in Blattern usw. bei 7,2 ausgefiihrt. 
Pufferkonzentration. Es war nun weiter festzustellen, 
wie das als Puffer angewandte Phosphat einwirkt. Bekanntlich 
haben Phosphat oder andere Puffersubstanzen auf gewisse Enzyme 
eine hemmende Wirkung. In unserem Falle fanden wir jedoch 
die Reaktionsgeschwindigkeit bei Variation der Phosphatkonzen- 
tration zwischen 0,03 und 0,12 konstant. 
H,O,-Konzentration. Wegen der geringen Haltbarkeit 
von verdiinnten Wasserstoffsuperoxydlésungen kann es_ schwer 
sein, in allen Versuchen genau dieselbe H,O,-Konzentration ein- 
zustellen. Wir stellten deshalb die Abhingigkeit der Reaktions- 
konstante von der Substratkonzentration fest. Bei der tierischen 
Katalase ist ja, wie aus mebreren Arbeiten hervorgeht, die Kon- 
stante von [8] unabhingig. 
Die hier angefiihrte Versuchsreihe wurde mit einer aus Darr- 
malz bereiteten Suspension ausgefiihrt. 





) Fir das Antirrhinummaterial, auf dessen Untersuchung wir bald 
zuriickkow.men, sind wir Herrn Prof. Dr. Erwin Baur zu groBem Dank 
verpflichtet. 

Yoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXVI. 15 
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Zeit der Spal: k-102 

tung (Min.) 
| 4 24,2 
)),005 n-H,O, | 9 24,7 
13 23,2 
6 25,1 
0,009 n-H,O, i) 24,8 
13 23,2 
4 26,2 
0,018 n-H,O, | 8 25,5 
12 24,1 
| 4 24,7 
0,085 n-H,OQ, . .. . 8 23,3 
12 21,9 








Auch hier ist also die Konstante von der Substratkonzen- 
tration unabhiingig. Die unter bestimmten anderen Bedingungen 
ermittelte Konstante ist also ohne weiteres ein Mab fir die 
Katalasemenge. Variation der Substratkonzentration in den ver- 
schiedenen Versuchen spielt keine Rolle. Dagegen ist 4 natiirlich 
dem Volumen der Lésung umgekehrt proportional. 

Bei Untersuchung von Chlorophyllmutanten von Gerste fanden 
Kuler und Harald Nilsson sowie Kuler und Runehjelm 
(a. a. O.) groBe Unterschiede im Katalasegehalt zwischen Chloro- 
phyllnormalen und chlorophylldefekten Pflanzen. Untersucht 
wurde dabei nur der Blattkeimling, und zwar meist in einer 
Entwicklungsstufe, wo die Liinge des Keimlings 3—8 cm betrug. 
Aus mehreren iilteren Untersuchungen weiB man, dab die Katalase- 
menge keimender Samen wiahrend der Keimung stark ansteigt, 
dann einigermaBen konstant wird, um _ schlieBlich abzufallen. 
Speziell mit Gerste haben wir einige Versuchsreihen ausgefiirt, 
wobei die Katalasemenge in verschiedenen Teilen der keimenden 
Kérner bestimmt wurde. MHervorzuheben ist, daB keine Durch- 
schnittsproben untersucht wurden, sondern daB die angegebenen 
Zahlen durch Versuche an wenigen Kernen ausgefiihrt sind, und 
daB also die gefundenen Werte durch die individuellen Variationen 
beeiniluBt sein kénnen. Das bei jedem Versuch angegebene 
Material (meistens frisch gewogen) wurde mit 0,5 g Sand und 
1 com Phosphatlésung verrieben, dann mit weiter 6 ccm derselben 
Phosphatlésung versetzt, und noch 1 Minute gerieben. Von der 
gekiihlten Suspension nahmen wir zu den Versuchen 5 ccm. 
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Zur Versuchsreihe 1! wurde Gerste 24 Stunden in Wasser 
geweicht, dann zwischen feuchten Papieren gekeimt. Nach 6 Tagen 
waren die Blattkeimlinge etwa 3 cm lang. Das Malz wurde dann 
jeden Tag untersucht. Die in den Versuchen gefundenen Kon- 
stanten sind mit */, multipliziert, und geben also die Katalase- 
menge in dem zerriebenen Material an.') Wir fiihren eine Zu- 
sammenfassung der Resultate an: 
































Keimtag Untersuchte Teile ke 103 
6. 2 Biattkeimiinge. .....4 +52. 15 
2 ” eee 15 
7. 2 “ 5 re 28 
2 Kerne ohne Blattkeimlinge . . . . 19 
8. 2 Blattkeimlinge. . . ..... . 43 
2 * a et 42 
2 . ae 42 
9 2 * , im Dunkel gewachsen 63 
2 ” , die letzten 4 Tage im 
Lichte gewachsen . . . . .. . 63 
2 Kerne ohne Blattkeimlinge . . . . 35 
10. 2 Blattkeimlinge. . . . . . . . . 62 
2 Kerne ohne Keimlinge. . . .. . 39 
11. 2 Blattkeimlinge. . ...... =. 63 
12. 2 . ee eee 70 
2 Kerne ohne Blattkeimlinge . . . . 28 
40 | 7° Keimmling 
o—>-—— 0 
00 }- . 
a | / 
° 
» | # "ie ie 4 
R Hf ° a “e Aern 
a w/o . 
OL a 
0 
6 8 10 12 
kheirmtage —= 
Fig. 2. 


Wie man in der Fig. 2 sieht, haben wir in Ubereinstimmung 
mit friiheren Arbeiten gefunden, daB der Zuwachs der Katalase- 


’) Vgl. Euler, Hereditas, a. a. O. 
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menge bei der Keimung allmihlich ein Maximum erreicht, und 
zwar gilt dies, auch wenn man Keimling und Korn getrennt 
untersucht. Am 11 Tage alten Malz wurde weiter folgender Ver- 
such gemacht: 5 Keimlinge (Linge etwa 10 ccm) wurden hori- 
zontal in vier etwa gleiche Teile geteilt, und die Katalase in den 
Teilen bestimmt. Die Stiickchen sind von oben numeriert: 


Teil 1 (der oberste) . . . . . . ke10% = 70 
oe Ww ek ow a ee = 29 
se Ge: ie hee ee Sap el ey = 18 

one re ie ae ae. ge Cg ae lg = 24 


Wir fanden also in Ubereinstimmung mit friheren Arbeiter 
aus diesem Institut, daB die Katalase in der Spitze des Keim- 
lings angehiuft ist. Von dem 12 Tage alten Malz wurde ein 
entsprechender Versuch ausgefiihrt. Die Keimlinge wurden in 
3 Teile geteilt. Das Resultat stimmt, wie folgende Tabelle zeict, 
mit dem friiher gefundenen iiberein: 


Teil 1 (Oberst) . .... =... &-10° = 81 
» on or ee a a = 40 
» 3 = 46 


Zu Versuchsreihe 2 wurde Gerste (Binder) wie ober 
24 Stunden geweicht, dann zur Keimung ausgebreitet, und zwar 
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wurde ein Teil im Dunkel und ein Teil im Licht gekeimt. Kleine 
Unterschiede in Temperatur und Feuchtigkeit zwischen den zwei 
Portionen konnten nicht vermieden werden. Die Temperatur 
war bedeutend hdher als in Versuchsreihe 1. Zuerst eine Zu- 
gammenfassung wie oben angegeben: 











k- 10° 
Keimtag Untersuchte Teile Licht- | Deskel- 
pflanzen pflanzen 
2, Sgemee Plameem. . ett 26 14 
%. S « ” eee ee 54 36 
4. 2 Blattkeimlinge . . . . — 22 12 
2 Kerne ohne Blattkeimlinge er ee ae 40 44 
Sammee Pewee... wt 62 56 
5. 2 Blattkeimlinge . . . ee 30 20 
2 Kerne ohne Diattiebelinge iow, ay 47 70 
2 Wurzelsysteme ........ —_ 7 
2 ganze Pflanzen. ........ 17 97 
6. 2 Blattkeimlinge ......2.. ~~. 43 37 
2 Kerne ohne Blattkeimlinge . . . . 47 66 
Semmes Plemem. . 2. 1. ee 90 103 
7 2 Blattkeimlinge ......... 55 38 
2 Kerne ohne Keimlinge . . . bet 09 38 49 
2 Wurzelsysteme ........ 6 2 
2 ganze Panzen........ =. 99 89 
8. 2 Blattkeimlinge . . . ee ee 55 55 
2 Kerne ohne Blattkellinge or Stee 35 40 
S@enmse PRamsen ......:5.-. 90 95 
9. 2 Bisttkeimiinge ....-...:5-. 52 46 
2 Kerne ohne Keimlinge. . . . . . 29 32 
2 ganze Pflanzen. ........ 81 78 
10. 2 Blattkeimlinge . . . . oe 50 51 
2 Kerne ohne Ptuiiebaltoge oe 32 33 
2 gamze Plansemn.....=...-. 82. 84 


Wie die Tabelle und die Fig. 8 zeigen, gab diese Versuchs- 
reihe ein mit dem der vorigen iibereinstimmendes Resultat. Der 
totale Katalasegehalt der Pflanze nimmt anfangs sehr stark zu, 
bleibt dann aber eine Zeitlang recht konstant. In derselben 
Weise verhalten sich Korn und Blattkeimlinge, getrennt unter- 
sucht. Untersucht man, wie in den genannten Arbeiten iber die 
bhlorophyllmutanten, nur den Blattkeimling, so konnte man ver- 
muten, daB die Katalasemenge des wachsenden Keimes auf gleiches 
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Gewicht bezogen eine bessere Konstanz zeigen wiirde. [yn 
folgender Tabelle fiir die ,,Lichtpflanzen* obiger Tabelle die 
Katalasemengen auch pro Gramm angegeben: 





2 Blattkeime 
Tag - : k+10° pro g 
wagen | geben k+10° Frischgewicht 
mg 
4 96 22 230 
Hy) 125 30 240 
6 140 43 305 
7 216 55 250 
8 216 55 250 
9 235 | 52 220 
10 290 | 50 170 








Anfangs sind ja die Werte einigermaBen konstant, sinken 
dann natiirlich. Ob es hier ein Vorteil ist, die Katalasemenge 
pro g oder pro Keimling anzugeben, ist schwer zu sagen, da in 
beiden Fillen die individuellen Variationen eine ziemliche Un- 
sicherheit einfihren und auBerdem der Wassergehalt des Keimes 
variiert. Es ist ja auch schwierig, von demselben Keimling so- 
wohl Wasser- als Katalasegehalt zu bestimmen. 

Auch in dieser Versuchsreihe wurde in einem Fall die Ver- 
teilung der Katalase im Blattkeimling festgestellt. Von 10 Stiick 
10cm langen Blattkeimlingen wurden der oberste und nichst- 
folgende Zentimeter sowie der Rest getrennt untersucht. 


Die Spitzen (0,048 g) gaben . .. — « « = aeIO™ 
Die danach folgenden Stiicke (0, 064 g) | gabe n. .. &m=27-10™° 
Der Rest (0,80@)geb .....+..+4+. « &=OB-10™ 


-~ 
“= 
~ 


Pro Gramm Frischgewicht findet man also von oben 
rechnet 


J 


= 900, 420 und 245-107 
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Uber die Beeinflussung der Blutfermente durch 
Quarzlampenlicht.’) 


Von 


B. M. Koldajew und M. M. Altsehuller. 


‘Aus dem Laboratorium des Ukrainischen Orthopddischen Instituts in Kiew. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 1929.) 


Die Wirkung des Lichtes auf Fermente wurde in neuester 
Zeit hauptsichlich von Pincussen und seinen Mitarbeitern studiert. 

In einer Reihe von Untersuchungen stellten sie fest, dab die 
Bestrahlung mit der Quarzlampe, die zurzeit zu therapeutischen 
Zwecken so vielfach angewendet wird, eine Hemmung der spezi- 
fischen Wirksamkeit von Fermentlésungen zur Folge hat. Be- 
strahlungsversuche an ganzen Tieren (Kaninchen) mit nachfolgen- 
den Bestimmungen des Fermentgehalts im Blute ergaben ebenfalls 
eine Abnahme des Katalase- und Amylasegehalts und der lipo- 
lytischen Kraft des Serums (Pincussen®’). In derartigen Ver- 
suchen darf einerseits eine Abnahme des Fermentgehaltes im 
Blute auch tatsiichlich erwartet werden, als Folge der unmittel- 
baren hemmenden Wirkung der Ultravioiettstrahlen; andererseits 
kénnte aber der Zellzerfall unter Kinwirkung der strahlenden 
Energie eine Zunahme der (aus den Organen stammenden) Fermente 
im Blute zur Folge haben. Mertz konnte nach der Bestrahlung 
mit der ,,Héhensonne“ eine deutliche Zunahme des Peptidase- 
gehaltes im Blute beobachten. Kine Zunahme des eiweibspalten- 
den Ferments im Blute nach der Bestrahlung konnte auch von 
Pincussen?!) festgestellt werden. 

Die Ergebnisse Pincussens, betreffend die Blutlipase, lieBen 
sich in den Versuchen von Azuma nicht bestitigen; dieser Autor 
fand keine Anderungen des lipolytischen Titers im Serum nach 
Ultraviolettbestrahlung. 

Fiir unsere Versuche benutzten wir die Quecksilber-Quarzlampe Jesio 
neks von 1500 Kerzen. Als Versuchsobjekte dienten graugefirbte Kanin 
chen, die verschieden lange und bei wechselndem Abstand von der Lampe 
bestrahlt wurden. Sonst befanden sich die Tiere in einem Raume, in den 


*) Nach einem Vortrag auf der III. Allrussischen Physiologentagung 
in Moskau vom 26. V. bis 2. VI. 1928. 
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kein direktes Sonnenlicht eindrang. Die Bestrahlungen fanden immer am 
Morgen statt, nachdem die Tiere am vorigen Abend zuletzt gefiittert wurden. 
Blut fiir die Untersuchungen wurde aus der Ohrvene vor dem Versuch, 
unmittelbar nach der Bestrahlung und zum drittenmal eine Stunde nach 
dem Ende der Bestrahlung entnommen. Die Katalase des Vollblutes wurde 
durch Titration der ungespalteten H,O, (1°/,ige Losung) mit n,/100-KMn0O,- 
Lésung bestimmt; Slowzow, 38.67. AuBerdem wurde im Serum der Ge. 
halt an amylolytischem Ferment nach Wohlgemuth bestimmt. Die Be- 
stimmungen der lipolytischen Wirkung des Serums wurden nach der stalag- 
mometrischen Methode mittels der Capillarpipette von Rona-Michaelis 
ausgefiihrt. Bei den Versuchen wurde selbstverstiindlich die aktuelle Reaktion 
konstant gehalten; die Tropfenziihlung fand nach der Abkithlung der Seruin 
Tributyrinmischung bei Zimmertemperatur statt. 


Anderungen der fermentativen Eigenschaften des Blutes nach einmaliger 





Bestrahlung. 

- eS Bestrahlung Amylase Katalase Lipase 

a | ai adrienne 

<a | | | 

. 8] Ab- |Dauer iy , | . 

ta OS . . aNé - Y Nac , iar iNe h 

7 & | stand | in Vor Nach | Nach Vor | Nach | Nach Vor | Nach come 
71100 10 | 27 | 27 | ev | 63 54 |] 4,7 | 20 | 21 | 26 
8 | 100 10 | 20 20, 20 9,0 7,0 | 5,7 7/14 5 «10 
8 50 10 20 13 / 13 —- i — _ 6; 8 | 18 
13 | 50 15 | 20/ 16 16 | 92) 92 | 86 | 14 | 21 | 1s 
14 50 15 | 20. 16 | 16 5,9 5,2 | 52 8 | 18 8 
4 50 15 20 16 | 13 —_— — —_ 12 14 15 
6 | 100 20 | 20 16/| 16 | — — | — | 24 | 26) 28 


10 100 20 20 16 | 16 — — —_ i i— _ 





19 | 100 20 | 27 20; 20 6,5 4,4 | 58 | 12 ) 16 14 
20 | 100 . 20 | 27. 27°) 2 6,5 | 3,9 | 4,3 | 24) 29° 2 
2 75 30 27 20 20 5,9 | 5,2 | 5,1 § | 16 | 17 
11 50 «20 | 20. 16 20 —-i- — 12 | 14; 18 
12 50 «20 | 27; 20 | 20 — i — — 14 | 21 | 22 
18 50 20 | 20. 16 16 —)—);- —/|/—i; — 
15 50 85 | 27 20: 20 | 10,8 | 8,9 |10,1 | 25 25 | 28 
5 50 = 85 20 16 16 —) > —-j— 9 10. 15 
9 | 100 40 16 13 18 — — | 26 29 , 24 


16 | 100 40 | £7 | 20 20 | 82] 31 61 | 21 | 28 ; 26 
— | 85/| 65 | 6,7 | 28 | 80 | 28 














17 50 60 —_ — 


Es wurden im ganzen 20 Kaninchen mit der Quarzlampe 
bestrahlt, in allen Fallen ohne vorhergehende Sensibilisierung. 
Was den Gehalt an Amylase betrifft, so schwankt er ebenso 
wie die anderen Fermente des Blutes auch bei normalen un- 
bestrahlten Kaninchen erheblich von Tier zu Tier und innerhal! 
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desselben Tieres zu verschiedener Zeit. Nach der Quarzlampen- 
bestrahlung ergab die erste, unmittelbar nach dem Ende der 
Bestrahlung unternommene Bestimmung bei der Mehrzahl der 
Tiere eine Abnahme des Amylasegehalts im Serum. Es lie sich 
aber keine direkte Abhingigkeit des Grades der Amylasehemmung 
von dem Abstand bei der Bestrahlung und von deren J)auer 
feststellen. Dabei ist zu bemerken, daB gerade die drei Tiere 
‘7, 8, 20), bei denen die Amylase nicht abnahm, beim maximalen 
Abstand von der Lampe — 100 cm — bestrahlt wurden, die 
zwei ersteren nur 10 Minuten lang. Es ist also miglich, dab 
das Ausbleiben einer Anderung im Amylasegehalt durch eine zu 
kurze Dauer und zu geringe Intensitét der Bestrahlung zu er- 
kliiren ist. 

In dem eine Stunde nach dem Ende der Belichtung ent- 
nommenen Blute fanden wir bei der Mehrzahl der Tiere dieselben 
niedrigen Amylasewerte wie unmittelbar nach der Bestrahlung. 
Auch in dieser Beziehung lieB sich keine bestimmte Abhiingig- 
keit der Anderungen im Fermentgehalt von der Intensit&t der 
Bestrahlung feststellen. 

Ganz dhnlich schwankt auch der Katalasegehalt des Blutes 
einzelner Kaninchen im Normalzustand. Bei simtlichen Tieren 
nahm er unmittelbar nach der Bestrahlung mehr oder weniger 
ab. In dieser Hinsicht decken sich unsere Befunde vollkommen 
mit den Versuchsergebnissen Pincussens an Tieren®) und in 
vitro.!°) Auch hier konnten wir keine direkten Beziehungen 
zwischen der Intensitat und Dauer der Bestrahlung einerseits 
und dem Grad der Katalasehemmung andererseits feststellen. 

Bereits 1 Stunde nach dem Ende der Bestrahlung begann 
wieder eine Zunahme des Katalasegehaltes. In 2 Fallen (Kanin- 
chen 7 und 8) lieB sich nach 1 Stunde eine weitere Abnahme 
der Katalase beobachten. Méglicherweise wird die Lichtwirkung 
nicht sofort realisiert, so daB zur Entdeckung des vollen Effekts 
die Blutentnahme spiter als 10 Minuten nach dem Beginn der 
Bestrahlung erfolgen soll. 

Ganz anders waren unsere Befunde bei den Bestimmungen 
der lipolytischen Wirkung des Serums. In der Tab. 1 sind die 
Fermentmengen in Differenzen der Tropfenzahlen der Serum- 
Tributyrinmischung vor und nach dem 60 Minuten langen Ver- 
weilen im Thermostat ausgedriickt. 

Auch die Lipasenmenge ist bei einzelnen Tieren verschieden, 
wobei die individuellen Schwankungen relativy noch gréBer sind, 
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als die fiir Amylase und Katalase gefundenen. Die Wirkung der 
Quarzlampenbestrahlung fuBerte sich in allen Fallen in eine; 
Zunahme der lipolytischen Kraft des Serums. Der Grad 
dieser Zunahme schwankt wiederum bei einzelnen Tieren: am 
groBten war die Zunahme in den Fillen, wo die urspriinglichen 
Lipasewerte relativ niedrig waren. In den Fallen aber, wo das 
Serum bereits vor der Bestrahlung eine energische Tributyrin- 
spaltung zeigte, konnte nur eine mibige Férderung der lipo- 
lytischen Funktion verzeichnet werden, beinahe innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode (Kaninchen 15 und 17).*) 

Die Divergenz unserer Befunde mit den Ergebnissen Pin- 
cussens liBt sich unseres Erachtens durch die Annahme einer 
2fachen Wirkung des Quarzlichtes auf die Blutlipase erkliren: 
einerseits findet eine Hemmung statt, ‘ihnlich wie bei den Versuchien 
in vitro, andererseits dagegen eine Zunahme der Blutlipase auf 
Kosten des (wenigstens teilweise) aus den Organzellen (vgl. Oppen- 
heimer, a.a 0.209) und Lymphozyten stammenden Ferments. Die 
Abnahme des lymphozytiren Index bei bestrahlten Kaninchen mub 
unseres Krachtens den lipolytischen Titer des Blutes beeinflussen. 

Es konnte keine direkte Abhingigkeit der Lipasezunahme 
von der Intensitiit der Bestrahlung festgestellt werden, wie es 
aus den angefiihiten Zahlen zu ersehen ist. In dem 1 Stunde 
nach dem Ende der Bestrahlung entnommenen Blute blieb die 
Fermentmenge erhéht oder nahm bereits ab, in den Fallen, wo 
die Bestrahlung nur 10—15 Minuten dauerte, war der Lipasetiter 
manchmal héher, als unmittelbar nach der Bestrahlung. 

Die Anderungen des Fermentgehalts im Blute gehen nach 
einmaliger Bestrahlung voriiber: bereits 1 Stunde nach der Be- 
strahlung konnte in der Mehrzahl der Fille eine Riickkehr zu 
den urspriinglichen Werten festgestellt werden (vgl. Tab. 1). Be- 
stimmungen, die am anderen T'age nach der Bestrahlung aus- 
gefiihrt wurden, ergaben entweder urspriingliche oder jedenfalls 
ihnen sehr nahestehende Werte. 

Die geschilderten Anderungen stellen ausschlieBlich eine 
Folge der Bestrahlung dar, da periodisch in denselben Zeit- 
abstinden entnommene Proben bei unbestrahlten Kaninchen un- 
gefiihr konstante Fermentwerte ergaben. 

*) Diese Befunde im Tierversuch lieben sich in einer noch unver- 
bffentlichten Arbeit des einen von uns (M. Altschuller, ,,Uber den Lipase- 
gehalt des Blutes bei der Knochentuberkulose und dessen Anderungen 
nach verschiedenen Eingriffen“) bestitigen. 
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Kaninchen 22. Lipase = 22 ; nach 60’ = 23; nach 120’ = 22 
‘ 22. Katalase = 6,9; ,, 60° =69; ,, 120’ = 6,8 
‘ 26. Lipase =16 ; , 45° =15; , 105’ = 15 


- 26. Amylase = 20 ; ,, 45°=20; ,, 105’=20. 
Auber den einmaligen Kestrahlungen machte ein Teil der 
Kaninchen einen ganzen ,,Bestrahlungskursus“ durch; die Tiere 
wurden tiglich unter bestimmter Sitzungsdauer und Abstand von 
der Lampe belichtet, vier von den Kaninchen (Nr. 2, 19, 1, 20) 
im Laufe einer Woche, die zwei anderen (Nr. 13 und 14) zwei 
Wochen lang (um eine systematische ,,Mntblutung* des Tieres zu 


vermeiden, wurden die Untersuchungen nur zweimal — beim Be- 
ginn und am Ende des Kursus — unternommen). 


Anderungen der Blutfermente bei mehrmaliger Bestrahlung. 





— Erste Bestrahlung 
—— ma Amylase | Katalase Lipase 
Tieres |U - | wg _ |e _ | ig nt all 
s$e/s5)} 5 |e |\e8!| & | 8 1S8| 5! 8 Bs 
2s Aaei” |4 |4a|" | 4 \zn|- | 24 \ae 
2 75 | 830 | 27 | 20 | 20) 59 52 51 #8 16° 17 
19 100; 20 | 27 | 20 | 20 65 44 #58 12 16 = 14 
1 7 | 30 | 27 | 20 20 45 40°82 15 18 17 
20 100 | 20 | 27 | 27 | 27'| 69) 39/| 43! 24 | 29 | 22 
13 50| 15 | 20 16] 16 92 92 86 14 21 15 
14 50; 15 | 20 16 | 16 59' 52 52 #8 413° 8 
Letzte Bestrahlung 
2 75 | 80 | 27 | 20 | 20 | 52] 4,3 4,1 | 12 18 25 
i9 | 100; 20] 16 13 18 | 46/ 34 34) 17 19 19 
1 75 | 30 | 20 | 16 | 16 | 4,3 | 36/ 40) 19 26 4 
20 100 | 20 | 27 | 27 | 27155143! — | 24 26. 25 
13 50| 15 | 20. 16 | 16 | 6,7/ 561 53) 25 | 26! 24 
14 50 | 15 16 | Io | «64S | 5,2 4,9 3,9 11 19 11 








Die angefiihrten Zahlen zeigen, daB die Reaktion seitens 
der Blutfermente bei wiederholten Quarzlampenbestrahlungen im 
wesentlichen dieselbe bleibt, als bei der einmaligen Bestrahlung: 
sowohl im Anfang als auch am Ende des Versuchs wurde eine 
Abnahme der Katalase und eine Zunahme des lipolytischen Titers 
heobachtet. Was die Amylase betrifft, so blieb der Titer nur 
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in den Fillen, wo die erste Belichtung keine Anderung ergab, 
auch am Ende des Kursus unveriindert (Kaninchen 20). 

Bei der Durchsicht der Tabelle wird man ferner aut den 
Umstand aufmerksam, daB der Katalasegehalt vor der letzten 
Bestrahlung bereits etwas erniedriegt war im Vergleich zu den 
vor dem Beginn der ganzen Bestrahlungsserie gefundenen Werten. 
Dasselbe fand auch im bezug auf das amylolytische Ferment 
statt, allerdings nur bei der Hilfte der Tiere. Der Lipasetiter 
war am letzten Versuchstage vor der Bestrahlung meist héher, 
als beim Beginn der Bestrahlungsserie. Man hat also den Ein- 
druck, daB systematische wiederholte Bestrahlungen eine all- 
mihliche Steigerung der Anderungen im Fermentgehalt zur Folge 
haben — allerdings nur in relativ mibigem Grade, wobei sowohl 
die Katalaseabnahme als auch die Zunahme der lipolytischen 
Wirkung geférdert wird. Im bezug auf diese zwei Fermente 
fand diese Erscheinung bei allen untersuchten Tieren statt, in 
bezug auf die Serumamylase — bei der Hilfte aller Tiere. 


Zusammenfassung. Bei der einmaligen Quarzlampen- 
bestrahlung der Kaninchen finden schnell voriibergehende Ande- 
rungen des Titers der folgenden Fermente im Blute statt: Abnahme 
der Serumamylase und Blutkatalase und Zunahme der lipolytischen 
Wirkung des Serums; die Abnahme des amylolytischen Fermeuts 
laBt sich nicht bei allen Tieren beobachten. Der Grad der Ande- 
rungen im Fermentgehalt zeigt keine direkte Abhingigkeit von 
der Intensitiit der Bestrahlung (Dauer der Sitzung und Abstand 
von der Lampe). 

Bei wiederholten Bestrahlungen sind die Anderungen des 
Fermentgehalts 1m wesentlichen dieselben. 

Die mehrmalige Bestrahlung hat eine allméhliche Zunahme 
der Lipase und Abnahme der Katalase zur Folge; in einem Teil 
der Fille findet auch eine allmaihliche Abnahme des Amylase- 
gehaltes statt. 

1.Azuma, J. of Biochem. 4, 239 (1924). — 2. Koldajew-Salewsky, 
Russky physiol. J. 4, 93 (i922) (russ.). — 3. C. R. 178 (1924). — 4. Mertz, 
Strahl.-Ther. 22, 301. — 5. C. Oppenheimer, Fermente. I (1925). — 6. Pin- 
cussen, Oppenheimers Hdb. d. Bioch. I]. — 7. Pincussen, ebd. VII. — 
8. Pincussen-Anagnostu, Biochem. Zs. 128, 268 (1922). — 9. Pincussen, 
ebd. 168, 474 (1926). — 10. Pincussen-Seligsohn, ebda. 168, 464 (1926). — 
11. Pincussen-Anagnostu-Zangrides, Ztschr. f. exp. Med. 31, 410 (1923). 
— 12. Pinecussen-Shigeru Hayashi, Biochem. Zs. 195, 97 (1928). — 
13. Slowzow, Praktikum d. physiol. Chemie. Lief. 1. Petrograd 1918 (russ... 














Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XXIX. Mitteilung. 


Erganzende Beitrage zur thermischen Zersetzung der einfachen 
Gallensauren. 


Von 


Heinrich Wieland und Volker Wiedersheim. 


(Aus dem chem. Laboratorium der Bayr. Akademie der Wissenschaften zu Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. November 1929.) 


Die Oxy-cholansiiuren, die aus Galle isoliert worden sind, 
spalten ohne Ausnahme bei einer Temperatur oberhalb 300° 
so viele Mole Wasser ab, als sie Hydroxylgruppen enthalten. Es 
entstehen unges&ttigte Siuren mit ebensoviel Doppelbindungen 
als vorher OH-Gruppen vorhanden waren. Enthialt die Oxy-cholan- 
siiure Hydroxyl in Stellung 7, so kommt es gleichzeitig zur Lacton- 
bildung mit dem typischen, an der AuBenkette haftenden Carb- 
oxyl. 7-Oxycholansiure (I) erfihrt in bedeutendem MaBe diese 
Umwandlung?) (II), bei der Desoxycholsiaure (3, 7-Dioxycholan- 
siure) tritt sie stark in den Hintergrund’) und bei der Chol- 
siure (3,7,12-Trioxycholsiure) selbst konnten wir das doppelt 
ungesittigte Lacton nur in geringer Menge auffinden und nur 
durch katalytische Hydrierung mit dem Produkt aus 7-Oxycholan- 
siiure identifizieren. 











H, CH, H, H, CH, H, 
H Pe Ny | ia ya 
2;13 11] 2 I 2/18 11 2 
; ML | o,H, | C.H, 
we oi a 1y'A 
H,~ # “Hs OCH, By * “<—~%, OCH, 
I II \ | bas 
4 ,H ; CH H H 2 
8 a ieee | ge tee \o | 
H, H, CH, H, H, \. me 
| ob 
CH,—COOH 
I II 


1) Diese Zs. Bd. 150, S. 267 (1925). 
”) Diese Zs. Bd. 142, S. 191 (1925). 
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Aus dieser Abstufung, die sich in der Neigung zur Lacton- 
bildung zeigt, geht hervor, daB sich die vorhandenen OH-Gruppen 
in der Art, wie die Wasserabspaltung stattfindet, gegenseitig be- 
einflussen. Hydroxyl an C,, einem Standort, der sich auch in 
anderer Hinsicht als der reaktionsfihigste erweist, wird am 
leichtesten abgespalten. Durch die durch diesen Vorgang in den 
Ring I gelangende Doppelbindung wird auch die Beweglichkeit 
von OH an (, erhdht und aus diesem Grunde kommt es — bei 
der Desoxycholsiure — auch in Ring II vorher zur Wasser- 
abspaltung, ehe das aus raumlichen Griinden erschwerte Zu- 
sammentreffen von (OH), mit Carboxyl das Lacton entstehen libt. 
Das Hauptprodukt ist Choladiensiiure, das isomere ungesiittigte 
Lacton tritt zu weniger als 1 Proc. auf. 

Ahuliche riiumliche Beziehungen, wie sie sich in dieser Lacton- 
bildung ausdriicken, sind bei der thermischen Zersetzung von 
7-Ketocholansiure wahrgenommen worden.') Uber das einfachste 
Beispiel, das der 7-Ketocholansiiure (III) selbst, ist schon kurz 
berichtet.?2) Nach Art einer Perkinschen Synthese kondensiert 
sich die Seitenkette mit der zum Carboxyl «-standigen Methylen- 
gruppe gegen das Carbonyl an C,, es entsteht unter Abspaltung von 
CO, ein ungesiittigter pentacyclischer Kohlenwasserstoff C,,H,, (IV). 





H, CH, H, H, CH, H, 
a i ae H, 
| aes _ C,H; 
~ ies H H | lH 
lia ast | a er 
H, Hs no—cH, Hy | Ms gaph wean 
ge le 2 : hig al , 
H, H, CH,— COOH Hi, H, H 
Il IV 


Auch hier verliuft die Reaktion im einfachsten Fall sehr 
glatt. Wir kénnen den Kohlenwasserstoff in einer Menge von 
ungefiibr 75 Proc. der Theorie erhalten. Aber auch hier zeigt 
sich die gleiche Abstufung wie bei den Oxysiuren: Dehydro- 
desoxycholsiure (3,7-Diketocholansiure) gab eine noch faBbare 
Menge an ungesiattigtem pentacyclischem Keton, wahrend aus 
7,12-Diketocholansiure die entsprechende Verbindung sich immer- 





1) W. Borsche, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1435 (1924); H. Wieland, 
Diese Zs. Bd. 142, S. 191 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 150, S. 274 (1925). 
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hin in so ausreichender Menge bildete, daB sie genauer charak- 
terisiert werden konnte. Bei der Dehydrocholsiiure verliefen die 
Versuche vollkommen ergebnislos. Die Ursache fiir dieses ver- 
schiedenartige Verhalten liegt darin, daB die Siiuren mit mebr- 
facher Ketonfunktion bei der hohen Reaktionstemperatur in gegen- 
seitiger Kondensation zu hochmolekularen, nicht weiter inter- 
essierenden Produkten sich vereinigen. 

Der Kohlenwasserstoff IV wurde noch etwas genauer charak- 
terisiert. Durch Oxydation mit Permanganat lieB er sich in eine 
Ketosiure iiberfiihren, der wohl keine andere Strukturformel als 
die der 7-Keto-norcholansiure (V) gegeben werden kann. Bei 
der katalytischen Hydrierung erhielt man aus IV den gesiittigten 
Kohlenwasserstoff C,,H,,. Einen dligen  gesiittigten Kohlen- 
wasserstoff gleicher Zusammensetzung beschreiben Wieland und 
Boersch!) als Produkt der Decarboxylierung von cholansaurem 
Natrium iiber Natronkalk. Die Analysen waren in den H-Werten 
um mehr als 0.5 Proc. zu niedrig gegeniiber dem H-Gehalt des 
erwarteten Norcholans C,,H,,. Deshalb nahm man an, es sei 
zwischen der Seitenkette und einem der Ringe unter Dehydrierung 
ein neuer Ring entstanden. Wenn dem so war, so konnte das 
neue Hydrierungsprodukt mit dem 7 Jahre zuvor aus der Cholan- 
siiure dargestellten ,,.Dehydro-norcholan“ identisch sein. Als wir 
zum Vergleich das alte Priiparat hervorholten, war das Ol zum 
groben Teil krystallinisch geworden. Auch erhielt man bei der 
Wiederholung des Versuches nach Boersch sehr bald einen 
krystallisierten Kohlenwasserstoff. Die Analyse der reinen Ver- 
bindung (Schmelzp. 103°) lieferte jetzt die dem Norcholan 
C,,H,, (VI) zukommenden Werte. Fiir den neuen Kohlenwasser- 
stoft C,,H,, (Schmelzp. 67°) tibernehmen wir die damit frei ge- 
wordene Bezeichnung Dehydro-norcholan. 











H, CH, H, H, CH, H, 
H,— ~~ ™u, Hy ii 
| | C,H; | | C,H, 
Bu Z| cycu iH 2 H-—CHCH 
H,~ iat cs H, | ' al in H, , 
CH, | a 
H H , : H IH i CH 
ee . _— Me ’ 
Hy thy H, H, 
V VI 


1) Diese Zs. Bd. 142, S. 194 (1925). 
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Die 7,12-Diketo-cholansiure (VII), iiber deren thermische 
Zersetzung hier berichtet wurde, ist noch daraufhin untersucht 
worden, ob sie durch intensive Alkaliwirkung eine sterische Um. 
lagerung erfahrt, wie sie nach Windaus!) bei der isomeren 
Dehydro-hyodesoxycholsaiure (VIII) ungemein leicht erfolgt. 








QO CH, H, H, CH, H, 
Ht? | H, ee 
' | | 
H | | H | 
{ ______!q—cHcH ee 
a 8 , 
Hy; ! i H, | ie aes | 
| | CH, | CH, 
| | 
Hy in lo CH, On ea, i bu, 
| | 
2 2 CO,H H; a CO,H 
VII VII 


10 stiindiges Erhitzen mit 10°/,iger Natronlauge auf 150° 
lieB die Saiure VII vollkommen unverindert. Die Saure von 
Windaus lagert sich deshalb so leicht um, weil die Ketogruppe 
in 13 dem tertiiiren Kohlenstoffatom in 1 benachbart ist. C,,, 
dem Nachbar-C-Atom der Ketogruppe von VII, fehlt der Wasser- 
stoff, der auf dem Wege vorausgehender Enolisierung die sterische 
Umlagerung ermdéglicht. 

Diese Betrachtung gilt nur unter der Voraussetzung, dab in 
der 7,12-Diketocholansiure — und auch in der sich gleich ver- 
haltenden Dehydro-desoxycholsiure (3,7-Diketocholansiure) — 
nicht von vornherein die raumlich begiinstigte Form vorliegt. 


Versuche, 


Einige Umsetzungen des Dehydro-norcholens C,,H,, (IV). 


Wir bezeichnen so den ungesittigten Kohlenwasserstoff. 
dessen Darstellung aus 7-Ketocholansiure bereits beschrieben ist. 

Dehydro-norcholen-oxyd. 1 g Dehydro-norcholen lich 
man mit 17 ccm einer 3°/,igen Lésung von Benzopersiure in 
Chloroform 3 Tage lang stehen. Nach Entfernung des Loésungs- 
mittels im Vakuum wurde der Riickstand in Ather aufgenommen, 
die Atherlésung mit Soda entsiiuert; das aus ihr gewonnene 
krystallisierte Reaktionsprodukt wurde aus heiBem Alkohol un- 
krystallisiert. Schmelzp. 161—162°. 


1) Naechr. d. Ges, d. Wiss. zu Gottingen, 1925, §. 159; Liebigs Ann. 
der Chem. Bd. 447, S. 233 (1926). 
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4,037 mg Substanz gaben 12,46 mg CO,, 4,00 mg H,O. 
C,,H;,0 (328) Ber. C 84,07 °/, H 11,06 °%/, 
Gef. ,, 84,17 » 11,08 

Die Aufspaltung des Oxyds zum Glykol gelang nicht. 

Dehydro-norcholan. 0,3 g des fein gepulverten un- 
gesittigten Kohlenwasserstoffs (Schmelzp. 117°) wurde, in 50 ccm 
Kisessig suspendiert, nach Zugabe von 50 mg Platinoxyd unter 
Wasserstoff geschiittelt. Nach kurzer Zeit ist die erforderliche 
Gasmenge aufgenommen, das Ausgangsmaterial hat sich geldst. 
Man dampfte die Hilfte des Lésungsmittels aus der filtrierten 
Lisung ab, nach 14 Tagen kam das zuerst abgeschiedene Ol] zur 
Krystallisation. Farblose Blattchen vom Schmelzp. 66—67°. Der 
Kohlenwasserstoff entfirbt Permanganat nicht mehr. Bei der 
Hydrierung mit Pd-Mohr wurde ein nur teilweise krystallisieren- 
des Produkt erhalten, was vielleicht mit der gleichzeitigen Ent- 
stehung einer stereoisomeren Verbindung — C, wird durch die 
Hydrierung asymmetrisch — zusammenhingt. 

0,1135 g Substanz gaben 0,3666 g CO,, 0,1260 g H,0. 

C,,H,, (314) Ber. C 87,90%, H 12,10 °/, 
Gef. ,, 88,09 » 12,42 


Norcholan (VJ). 


Das nach den friiher gemachten Angaben durch Destillation 
von cholansaurem Natrium iiber Natronkalk im Vakuum ge- 
wonnene braune Destillat erstarrte nach 4 Tagen zu langen 
Krystallen. Sie waren identisch mit der Substanz, die aus einem 
lange Zeit vorher dargestellten 6ligen Priparat auskrystallisiert 
war. In beiden Fallen wurde das anhaftende Ol mit wenig eis- 
kaltem Aceton weggelést, hernach krystallisierte man aus viel 
Alkohol um. Lange farblose, biischelférmig gruppierte Nadeln 
vom Schmelzp. 101—103°. 

3,708 mg Substanz gaben 11,87 mg CO,, 4,16 mg H,0. 

Co3H,, (316) Ber. C 87,26 °%, H 12,75 °/, 
Gef. ,, 87,33 » 12,55 


7-Keto-norcholansaure (V). 


0,5 g Dehydro-norcholen und 1 g KMn0O,, beide fein gepulvert, 
werden in 50 ccm Eisessig 8 Stunden lang lebhaft an der Turbine 
geriihrt, Der Uberschu8 an Permanganat wird mit schwefliger 
Siure beseitigt, dann fillt man die entstandene Siure mit Wasser 
aus. Nach dem Absaugen nimmt man den Niederschlag in Ather 
auf und isoliert die Siure mit Hilfe ihres schwer ldslichen 
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a 


Natriumsalzes, das sich beim Ausschiitteln der Atherlésung mit 

Lauge abscheidet. Das abgetrennte Natriumsalz wird mit Schwefel- 

siiure unter Ather zerlegt, der Inhalt der Lisung bleibt nach dem 

Abdestillieren des Athers alsbald krystallisiert zuriick. Ausbeute 

0,25 g. Zur Reinigung wird die in den meisten Lésungsmitteln 

leicht lésliche Siure aus 80 °/,igem Methylalkohol umkrystallisiert. 
4,126 mg Subst.: 11,59 mg CO,, 3,68 mg H,O. 


C,,H,,0, (360) Ber. C 76,61 H 10,07 
Gef. ,, 76,61 » 9,98 


Uber 7,12-Diketocholansaure (VII). 


Darstellung. Wir geben hier eine gegeniiber der friher 
mitgeteilten?) etwas abgeinderte Vorschrift. 

20 g Dehydrocholsiure werden in 300 ccm Alkohol gelést. Dazu fiigt 
man zuniichst 40 cem konz. Salzsiure und kocht die Mischung iiber 200 ¢ 
klein geschnittenem Zinkblech (nicht amalgamiert!). Nach einer Stunde fiigt 
man weitere 50 cem Salzsiure zu und wicderholt dies noch 5 mal nach je 
zwei weiteren Stunden. Nach 13 stiindiger Einwirkung 148t man erkalten und 
findet nach einiger Zeit den Ester der Diketosiiure krystallisiert aus- 
geschieden, in einer Menge von 10g. Zur Verseifung wird der rohe Ester 
mit einem kleinen Uberschu8 von Natriumalkoholat in Alkohol 1 Stunde 
lang am RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Abdestillieren des Alkohols siiuert 
man an, schiittelt mit Ather aus und lit die Siure aus der eingeengten 
Atherlésung auskrystallisieren. Ks wurden so, ohne Verarbeitung der Mutter- 
laugen, 6,5g an reiner 7, 12-Diketocholansiure (Schmelzp. 175—177°) erhalten. 

12-Keto-dehydro-norcholen. 2,5 g 1,12-Diketo-cholan- 
siure werden im langsamen CO,-Strom 7 Stunden lang auf 
340—350° gehalten, wobei etwa die Hilfte der Substanz iiber- 
destilliert. Das Destillat wird in Ather aufgenommen, die Lisung 
mit Natronlauge entsiuert und das nach dem Wegdampfen des 
Athers hinterbleibende gelbe O] unter Alkohol gesetzt. Nach 
einigem Stehen sind 0,2 g des ungesiittigten Ketons zur Krystalli- 
sation gekommen. Aus heiBem Alkohol erscheint das vorher bei 
120—130° schmelzende Rohprodukt in farblosen, unregelmiBigen 
Tafeln vom Schmelzp. 148—149°. 

3,327 mg Subst.: 10,28 mg CO,, 3,12 mg H,0. 

C,,H,,0 (326) Ber. C 84,59 H 10,50 
Gef. ,, 84,30 ,, 10,52 


Uber die Nebenprodukte, die bei der Destillation von Cholsaure 
entstehen. 


Zur selben Zeit, als diese Untersuchung ausgefiihrt wurde. 
bedurfte man fiir eine andere Arbeit gréBerer Mengen von Cholan- 


1) Diese Zs. Bd. 106, S. 194 (1919). 
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siure, die durch katalytische Hydrierung von Cholatriensiiure 
bereitet wurde. Die 3fach ungesiittigte Siure entsteht aber bei 
der Destillation von Cholsiure und so stand viel Material zur 
Verfiigung, an dem man priifen konnte, ob auch von der Chol- 
siiure aus Lactonbildung erfolgt. HKntsprechend dem ungesiittigten 
Charakter des unter gleichen Bedingungen aus Desoxycholsiure 
entstehenden Lactons hatte man hier ein 7-Oxy-choladien- 
siurelacton zu erwarten. 


Die alkoholischen Mutterlaugen von der Isolierung der Cholatriensiure 
wurden im Vakuum eingedampft, der in Petrolither geléste Riickstand 
wurde durch hiufiges Durchschiitteln mit n-Natronlauge vollkommen von 
Siuren befreit. Das Gemisch unléslicher Natriumsalze wird abgetrennt, von 
der Untersuchung der Siiuren wird nachher noch die Rede sein. 

Im Petrolither bleiben als neutraler Anteil etwa 3°/, von der ver- 
arbeiteten Cholsiure in Gestalt eines hellbraunen stark ungesiittigten Ols. 
Es wurde in einem Versuche in alkoholischer Lésung mit PtO, und Wasser- 
stoff katalytisch hydriert. Nach 6 Stunden wurde kein Wasserstoff mehr 
aufgenommen, die Lésung hatte ihre Farbe aufgehellt und Permanganat 
wurde kaum mebr entfirbt. Aus der eingeengten Lésung kamen nach und 
nach in geringer Menge farblose Krystalle, deren Schmelzpunkt durch Um- 
krystallisieren aus Eisessig auf 220° gebracht wurde. Der Mischschmelzpunkt 
mit Isolithocholsiure-lacton (II) (Schmelzp. 234°) lag bei 230° 

Zur Untersuchung des neutralen Ols wurden gréBere Mengen Aus- 
gangsmaterial verwendet. Es liegt in ihm ein sehr kompliziertes Gemisch 
von ungesittigten Kohlenwasserstoffen vor, denen in geringer Menge auch 
noch QO-haltige Stoffe beigemengt sind. Der Sauerstoffgehalt der durch 
Fraktionierung i. V. erhaltenen einzelnen Anteile betriigt 0,5—1,5°/,.. Durch 
katalytische Hydrierung konnte keine vollstindige Sittigung erreicht werden. 
Erwihnenswert ist nur, daB verhiltnismiibig niedrig siedende Kohlenwasser- 
stoffe bei der Vakuumdestillation der Cholsiiure auftreten, daB also auber CO, 
auch noch Teile der substituierenden Ketten abgesprengt werden. So wurde 
eine Fraktion vom Siedepunkt von etwa 200°/12 mm erhalten, ein hellgelbes, 
leicht bewegliches Ol (C = 88,45. H = 10,7°/,). Jedoch ist dies kein ein- 
heitlicher Stoff, dann bei der Destillation steigt der Siedepunkt kontinuierlich 
an und fiihrt schlieBlich zu ziheren Destillaten, die gegen 250° sieden. 
Die mittleren Fraktionen haben einen dercheobuittiichen Gehalt von 88,2°/, C, 
11,1°/, H, die héheren enthalten weniger Kohlenstoff. Obwohl unsere Ana- 
lysen ungefihr auf Formeln wie C,,H,, und C,,H , stimmen, halten wir 
die uneinheitlichen Gemische fiir nicht geeignet, zur Konstitutionsfrage 
irgend etwas beizutragen, 

v. Fiirth und Lenk’) haben aus den Produkten der thermischen 
Zersetzung der Cholsiiure bei Atmosphiirendruck durch Destillation mit 
tiberhitztem Wasserdampf ein Produkt von der Zusammensetzung C,,H,, 
erhalten. Eine gleich zusammengesetzte Fraktion kam uns auch in die 
Hinde, aber sie besa8 die Kennzeichen der Einhcitlichkeit ebensowenig 
wie die tibrigen. 


~—_——. 


') Biochem. Zs. Bd, 26, S. 406 (1910). 
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Die Verarbeitung der Natriumsalze. Sie werden unter 
Ather mit Schwefelsiiure zersetzt, die freien Rohsiuren hydriert 
man in Alkohol mit PtO, und H,. Aus der alkoholischen Lisung 
krystallisiert nach dem Kinengen etwas Cholansiure aus, ent- 
standen aus der im Salzgemisch vorwaltenden Cholatriensiiure. 
Da die hydrierten (6ligen) Siuren nicht weiter zerlegt werden 
kénnen, werden sie in der alkoholischen Mutterlauge direkt unter 
Einleiten von HCl wie iiblich verestert. Das Estergemisch wird 
im Hochvakuum destilliert. Bei 230—260° (Bad) geht vorwiegend 
Cholanester iiber, bei 260—300° gelangt in die Vorlage ein gelbes 
Harz, das beim Anreiben mit Alkohol krystallisiert. Durch mebr- 
faches Umkrystallisieren aus Alkohol und Eisessig erhilt man 
lange rechteckige, zu Biischeln vereinigte Tafeln vom Schmelz- 
punkt 133,5° Fiir Iso-lithocholsiure-iithylester ist der Schmelz- 
punkt mit 136° angegeben.’) 

4,964 mg, 0,0951 g Substanz gaben 14,11 mg, 0,2703 g CO,, 4,74 mg. 
0,0955 g H,O. 

C,,H,,O, (404) Ber. C 177,22 H 10,98 
Gef. ,, 77,52, 77,52  ,, 10,89, 11,24 

Verseift man den durch Destillation gewonnenen rohen Ester, 
so gelingt es nicht, die wenig zur Krystallisation geneigte Iso- 
lithocholsiiure in reiner orm zu isolieren; dies verhindert die 
beigemengte Cholansiiure. Als man aber das élige Siurengemisch: 
nach einer {riiher gegebenen Vorschrift*) im Hochvakuum destillierte, 
wurde aus dem iibergegangenen hellgelben Harz durch Anreiben 
mit Ather alsbald das krystallisierte Lacton erhalten. Aus Alko- 
hol Schmelzp. 237°, Mischschmelzpunkt ebenso. Durch Oxydation 
mit Chromsiiure stellte man aus dem Gemisch der Rohsiuren in 
der bereits beschriebenen Weise”) 7-Ketocholansiure her. Aus 
Eisessig lange Tafeln vom Schmelzp. 185° (Mischschmelzpunkt). 
SchlieBlich wurde auch noch der rohe Ester zu 7-Ketocholanester 
oxydiert, der auch mit einen Kontrollpriparat identifiziert wurde. 

Wir kénnen nicht entscheiden, ob die so aus Cholsiure ge- 
wonnene 7-Oxycholansiiure in der urspriinglichen, nicht hydrierten 
Form direkt entstanden ist, oder ob ihr Lacton, dessen Auftreten 
oben nachgewiesen wurde, durch die anfingliche Alkali-Einwirkung 
zu ihr aufgespalten wurde. 


') Wieland und Schlichting, Diese Zs, Bd. 150, S. 267 (1925). 
2) Ebenda, S. 272. 

















Weitere Untersuchungen iiber die Ammoniakbildung 
in der Netzhaut. 
Von 
Hans Résch. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, November 129.) 


In einer kirzlich gemeinsam mit Te Kamp verdffentlichten 
Arbeit!) wurde gezeigt, daB unter der Kinwirkung kurz dauern- 
der Belichtung isolierte und eréffnete Froschaugen eine starke 
Vermehrung ihres Ammoniakgehaltes zeigen. Als Ort dieser 
Ammoniakbildung konnte die Retina erkannt werden. Die Natur 
der ammoniakbildenden Substanz blieb unklar. 

In der vorliegenden, auf Veranlassung von Herrn Professor 
Kmbden ausgefiihrten Untersuchung wurde der Vorgang der 
Ammoniakbildung bei der Belichtung nach verschiedenen Rich- 
tungen verfolgt. Ks wurde zunichst die Kinwirkung verschiedener 
biologischer Bedingungen auf seinen Ablauf untersucht, ferner 
stellte ich fest, bis zu welchem Grade man Belichtungsstiirke 
und Belichtungszeit vermindern kann, ohne dab deswegen die 
Ammoniakbildung in der Netzhaut ausbleibt. Im Anschluf 
hieran bemiihte ich mich (allerdings vergeblich), den Nachweis 
zu fihren, daB die Ammoniakbildung unter Lichteinwirkung auch 
am isolierten Froschauge ein reversibler Vorgang ist. Ferner 
wurde die Frage gepriift, ob auch bei Belichtung der Augen im 
lebenden Organismus Ammoniakbildung eintritt. Weitere Ver- 
suche beschiftigen sich mit der Kinwirkung gewisser ultravioletter 


1) H. Résch u. W. Te Kamp, Diese Zs. Bd. 175, 8. 158 (1928). 
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Strahlen sowie von Roéontgenstrahlen. SchlieBlich wurde die 
Fihigkeit der Netzhaut, aus verschiedenartigen Substanzen Ammo- 
niak zu bilden, weiter verfolgt, und in Vergleich mit dem 
Ammoniakbildungsvermégen des Muskels gesetzt. 

Aus fuBeren Griinden muBte ich meine Untersuchungen ab- 
brechen, doch ist deren Fortfiihrung in Aussicht genommen. 


Methodisches. 


In allen Versuchen der vorliegenden Arbeit kamen nur Temporarien 
zur Verwendung. Die Priparation der Augen, ihre Belichtung und die 
Bestimmung des Ammoniaks vollzogen sich genau in der friiher ge- 
schilderten Weise. Das methodische Vorgehen unter veriinderten Be- 
dingungen der Belichtung, sowie einige andere gelegentlich notwendig 
werdende Abiinderungen der Versuchsanordnung werden bei der Be- 
sprechung der verschiedenartigen Versuche geschildert werden. 


1. Der EinfluB verschiedenartiger biologischer Bedingungen 
auf die Ammoniakbildung in der Netzhaut. 


Unsere friiher verdéffentlichten Untersuchungen iiber die 
Ammoniakbildung wurden wiihrend der Monate Oktober und 
November angestellt. Hierbei blieben die Frésche zuniichst 
mindestens 12 Stunden im vollig verdunkelten Raum. Neue, an 
den Augen derartig vorbehandelter Tiere genau in der friiher 
geschilderten Weise vorgenommene Belichtungsversuche bestiitigten 
zunichst vollkommen den friiher ausnahmslos erhobenen Befund 
einer starken Ammoniakvermehrung in dem belichteten Auge. 
Doch fiel von Ende Mirz ab auf, daB der Belichtungseffekt ge- 
ringer wurde, und in den Monaten April, Mai und Juni fiihrte 
genau die gleiche Belichtungsart, wie sie in allen bisherigen Ver- 
suchen angewandt worden war, iiberhaupt nicht regelmiBig Ver- 
mehrung des Ammoniakgehaltes herbei. In dieser Zeit war der 
Ammoniakgehalt des unbelichteten Auges im Durchschnitt weitaus 
geringer als in den friiheren Versuchen. Wahrend er in den 
Oktober- und Novemberversuchen meist tiber 1 Gamma betragen 
hatte und bei 49 Versuchen?) nur einmal ein geringerer Wert als 
0,5 y beobachtet worden war, liegen in siimtlichen 10, wiihrend 
der Monate April, Mai und Juni an Dunkelfréschen angestellten 
Versuchen die Ammoniakwerte unter 1 y, in 6 von diesen 10 Fallen 
unter 0,5 y (vgl. Tab. 1, Versuch 1, 2, 5, 6, 9, 11, 12, 14, 15, 16). 


!) Diese Zs. Bd. 175, S. 165, Tab. 1, S. 167-168, Tab. 2 (1928). 














Tabelle 1. 


Weitere Untersuchungen iiber die Ammoniakbildung in d. Netzhaut. 
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Vergleich der unbelichteten (A) und der belichteten (8) Augen von ,,Hell- 
fréschen“ und von ,,Dunkelfréschen* in den Monaten April bis Mitte Juli. 





1 
Ver- 


suchs- 
Nr. 


bo 


qu 





~1 


CO 


1b 


17 








9 


~_ 


Datum 1928 
Art der 
Behandlung 


25. 4. 


, Dunkelfrosch* 


25. 4. 
,Dunkelfrosch“ 


25. 4. 
, Hellfrosch“ 


25. 4. 
,Hellfrosch“ 


23. 5. 
»Dunkelfrosch* 


23. 5. 
, Dunkelfrosch“ 


23. 5. 
»Hellfrosch“ 


23. 5. 
» Hellfrosch“ 


6. 6. 
, Dunkelfrosch“ 


6. 6. 
,» Hellfrosch“ 


a ©. 
5, Dunkelfrosch“ 


21. 6. 
» Vunkelfrosch‘ 


21. 6. 
, Hellfrosch*“‘ 


21. 6. 

» Dunkelfrosch“ 
10. 7. 

,, Dunkelfrosch* 


10. 7. 
, Dunkelfrosch“ 


10. 7. 
»Hellfrosch“ 








3 


NH, in y 


A_ 0,61 
B 0,68 
A 0,75 
B 0,65 
A 1,50 
B 2,69 
A 1,33 
B 3,06 
A 0,34 
B 0,84 
A 0,24 
B 0,34 
A 0,92 
B 2,79 
A 0,27 
B 1,50 
A 0,82 
B 1,02 
A 0,92 
B 2,52 
A 0,37 
B 0,95 
A 0,44 
B O,31 
A 1,43 
B 3,03 
A 0,75 
B 1,33 
A 0,48 
B 0,84 
A 0,34 
BO0,37 
A 1,36 
B 2,93 





4 


Zunahme 
in */, des 
A-Wertes 


(+ 42) 


+203 


+455 





- 


od 


Bemerkungen 


Angabe fiir den  prozen- 
tischen Unterschied ein- 
geklammert, weil inner- 
halb der Fehlergrenze 


Vgl. Bemerkung zu Ver- 
such 6 
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Dieses Verhalten, d.h. der Umstand, daB niedriger Ammoniakgehalt 
mit einer Verringerung des Ammoniakbildungsvermégens verbunden 
war, erinnerte an friiher von Embden und Wassermeyer’) bei 
ihren Versuchen iiber die Ammoniakbildung im isolierten Frosch- 
muskel (namentlich an Esculenten) erhobene Befunde. In jenen 
Versuchen nimlich, in denen Friihjahrsfrésche nach lingerem 
Ausruhen niedere Ammoniakwerte zeigten, fiihrten 100 gerade 
maximal wirksame, in Abstiinden von je 1 Sekunde sich folgendc 
Offnungsinduktionsschlige nur eine geringe Ammoniakbildung 
herbei, wiihrend genau die gleiche Versuchsanordnung an Fréschen, 
die vor dem Tode lebhaft gesprungen hatten und deren Muskeln 
schon einen hohen Anfangsgehalt an Ammoniak zeigten, eine 
starke Ammoniakvermehrung bewirkte. 

Entsprechend dieser Erfahrung bewahrte ich einen Teil der 
wihrend des Friihjahrs zu den Belichtungsversuchen benutzten 
Krésche vor den Versuchen nicht — wie bisher — im Dunkel, 
sondern im diffusen Tageslicht auf. Der Erfolg dieser MaBnahme 
war ganz einheitlich. Uberall fiihrte an den Hellfréschen, die 
jeweils an den gleichen Tagen wie die Dunkelfrésche zur Unter- 
suchung gelangten, die gleiche Belichtung, die an Dunkelfrischen 
fast immer unwirksam war, eine betriichtliche Ammoniakbildung 
herbei (vgl. Tab. 1, Versuche 3, 4, 7, 8, 10, 13 und 17). 

In 6 von den 7 Versuchen war bei den ,,Hellfréschen“ der 
Anfangswert des Ammoniaks hoéher als 0,9 vy; 4 mal lag er iiber 
1 y. Schon aus dem zuletzt besprochenen Befunde geht hervor, 
daB auch am lebenden Frosche Belichtung eine Ammoniak- 
vermehrung in der Netzhaut bewirkt. 

Noch viel deutlicher trat dies in einer Reihe von Versuchen 
in Erscheinung, die wihrend der Monate Juni und Juli vor- 
genommen wurden. Hier wurden Frésche, die vorher mindestens 
12 Stunden im Dunkeln gehalten waren, nach Fesselung teils mit 
der in allen friiheren Versuchen verwandten 340 kerzigen Metall- 
fndenlampe, deren Abstand, wie friiher, 80 cm betrug, 45 Minuten 
lang belichtet, teils wandte ich zur Belichtung unter sonst gleichen 
Bedingungen eine Quecksilberdampflampe an. 

Weitere Einzelheiten der Anordnung sind aus der Ko!onne 5 
der Tab. 2 ersichtlich. Diese Belichtungsversuche, in denen 
immer der Ammoniakgehalt beider Augen bestimmt wurde, er- 
gaben ausnahmslos Ammoniakwerte, die weit tiber 2 7 gelegen 


1) Diese Zs. Bd. 179, S. 169, Tab, 2, S. 173, Tab. 3 (1928). 














Tabelle 2. 


Ammoniakbildung in der Netzhaut nach starker Belichtung im lebenden 
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Ver- 
suchs- 


Nr. 
18 


19 








ee 











or 


Bemerkungen 


Frésche in 80 cm Abstand 
von der 3840 kerzigen Me- 


 tallfadenlampe unter Ein- 








schaltung einer 15 em 
dicken Wasserschicht 
45 Minuten Jang belichtet. 
Tiere von Zeit zu Zeit mit 
Wasser berieselt 


Gleiche Anordnung wie in 
den Versuchen 18—23, nur 
mit Quecksilberdampf- 
lampe. (Gegen die Wiirme- 
strahlung dauernde Wasser- 
berieselung der Tiere, da 
wegen der Ultraviolett- 
strahlenabsorption kein 
Glaswasserbecken — ein- 
geschaltet werden konnte) 


Vergleich der beiden Augen im Dunkeln gehaltener Frische der gleichen 


30 


31 


Lo Oe] 


bo 


33 





. 28 


. 28 


28 


. 28 








Organismus. 
8 | 4 
Differenz 
a ; 
NH, in y | 2 “fo des 
niedrigeren 
Wertes 
B, 2,52 85 
B, 3,40 
B, 2,72 15 
By 3,13 
B, 2,66 3 
B, 2,15 
B, 3,17 24 
B, 3,03 
B, 3,74 57 
B, 2,38 
B, 2,45 11 
B, 2,72 
B, 3,06 14 
B, 2,69 
B, 3,91 25 
B, 3,13 
B, 2,59 4 
B, 2,69 
B, 2,89 22 
B, 3,54 
B, 2,45 53 
B, 3,74 
B, 3,13 14 
B, 2,75 
Sendung. 
A, 0,71 9 
A, 0,65 
A, 0,41 21 
A, 0,34 
A, 1,67 6 
A, 1,17 
A, 0,82 21 
A, 0,68 
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waren, wahrend 4 zu gleicher Zeit an Dunkelfréschen vor- 
genommene Kontrollversuche (Versuche 30—33) 3 mal Werte 
unter 1 y, einmal einen solchen zwischen 1 und 2 y heferten. 
Die Ubereinstimmung im Ammoniakgehalt der beiden Augen 
stark belichteter Frésche ist hierbei zum Teil (vgl. nament- 
lich Versuche 22 und 28) eine sehr unvollkommene. Ich muf 
es unentschieden lassen, ob dies auf ungleiche Belichtung 
der beiderseitigen Netzhiute zuriickzufiihren ist. Jedenfalls sind 
in den gleichzeitig an Dunkelaugen vorgenommenen Kontroll- 
versuchen dieser ‘'abelle die absoluten Unterschiede zwischen 
den beiden Augen nicht gréSer als in Tab. 1 der friiheren 
Arbeit. 

Die biologische Bedeutung des an den isolierten Augen 
wiihrend des Friihjahrs erhobenen Befundes diirfte vielleicht darin 
zu erblicken sein, daB wihrend der Friihjahrsmonate die Seh- 
tiitigkeit der Frésche, die gerade bei groBer Helligkeit dauernd 
auf Beute lauern, besonders stark in Anspruch genommen wird. 
Das Fehlen einer nach 10 Minuten langer Belichtung unter 
den friiher angewandten Bedingungen nachweisbaren Ammoniak- 
bildung muB wohl als Ausdruck besonders vollkommener [ever- 
sibilitit der Ammoniakabspaltung aufgefabt werden. Wahrend 
der spiiteren Herbstmonate, wihrend denen das Sehorgan beim 
Frosch weniger beansprucht wird, und iibrigens auch schon wahrend 
der spiiteren Sommermonate kommt es leichter zu einem Uber- 
wiegen der dissimilatorischen Phase des Ammoniakwechsels iiber 
die assimilatorische. Aus den Versuchen an lebenden Fréschen 
geht jedenfalls hervor, daB die Ammoniakbildung in der Netzhaut 
bei der Belichtung ein normaler Vorgang ist, und daB sie bei 
geniigender Belichtung am lebenden Frosch auch zu einer Jahres- 
zeit erfolgt, zu der sie am isolierten Auge vorher dunkel ge- 
haltener Frésche weniger leicht als sonst eintritt. 

Es ist eigenartig, daB gerade zu jener Zeit, zu der die 
Ammoniakabspaltung in der Netzhaut bei der Belichtung weniger 
leicht erfolgt, Muskeltiatigkeit besonders leicht und stark zur 
Abspaltung fiihrt. Dies letztere ist verstindlich angesichts der 
Tatsache, daB gerade im Friihjahr der Frosch zu_besonders 
kriiftigen und raschen Bewegungen befihigt ist. Den starken 
und schnellen Bewegungen folgt freilich zu dieser Jahreszeit nicht 
nur bei Untersuchungen am isolierten Muskel, sondern auch bei 
solchen am lebenden Frosch rascher als sonst die Ermiidung 
mit ihrem Uberwiegen dissimilatorischer Vorginge. Ubrigens 
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wird die Schenkelmuskulatur, wie die Beobachtung von Fréschen 
unter ihren natiirlichen Lebensbedingungen lehrt, nur inter- 
mittierend beansprucht, derart, daB liingeren Ruhepausen kurze 
Augenblicke rascher Bewegung folgen, wihrend das Sehorgan 
bei dem Lauern auf Beute dauernd in lebhafter Tiatigkeit ist. 


2. Ist die Ammoniakbildung in der Netzhaut des isolierten 
Auges reversibel ? 


Fiir die isolierte Froschmuskulatur kann unter geeigneten 
Versuchsbedingungen die Reversibilitit der Ammoniakbildung 
wihrend der Tiatigkeit mit Sicherheit nachgewiesen werden 


Tabelle 3. 


Vergleich beider Augen nach gleichartiger Belichtung. 











1 2 | 3 4 
Differenz in °/, 
Versuchs-Nr. Datuin NH, in y des niedrigeren 
Wertes 

34 3. 2. 28 B, 5,75 13 
B, 5,07 

35 4, 2. 28 B, 4,95 15 
B, 5,68 

36 9, 2. 28 B, 3,03 22 
B, 2,48 

37 9. 2. 28 B, 5,00 8 
B, 5,17 

38 15. 2. 28 B, 5,68 2 
B, 5,78 

39 16. 2. 28 B, 2,89 5 
B, 3,03 

40 28, 2, 28 B, 4,05 
B, 4,01 

41 28, 2. 28 B, 2,04 5 
B, 1,94 

42 8. 3. 28 B, 3,33 10 
LB, 3,03 








Vergleich des unbelichteten (A) und des belichteten (4) Auges eines 
Frosches der gleichen Sendung. 
43 22. 2. 28 A 1,33 186 
B 
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(Embden, Carstensen und Schumacher’) und Margarete 
Lehnartz’) freilich nur bei geniigend vorsichtiger Abstufung der 
Reizung. Demgegeniiber habe ich mich vergeblich bemiiht, an 
der Netzhaut des isolierten und eréfineten Froschauges die Rever- 
sion der nach kurzer Belichtung nachweisbaren Ammoniakbildung 
beim nachfolgenden Aufenthalt in der Dunkelheit nachzuweisen. 
Von vornherein muBte hierbei beriicksichtigt werden, daB die 
Netzhaut im isolierten und eréfineten Auge auch ohne Belichtung 
schon nach relativ kurzer Zeit Ammoniak bildet. Schon des- 
wegen wiihlte ich die Belichtungszeit fiir die Reversionsversuche 
so kurz wie méglich. Eine weitere Voraussetzung fir das Ge- 
lingen von Reversionsversuchen ist die annihernde Gleichheit der 
Ammoniakbildung in beiden Augen wihrend der Belichtung. 

Ks ergab sich, daB gleichartige Belichtung der beiden iso- 
lierten Augen eines Frosches fast immer zu _ sehr ihnlicher 
Ammoniakbildung fiihrt. In Tab. 3 sind 9 Versuche zusammen- 
gestellt, in denen die beiden Augen des gleichen Frosches ganz 
in der friiher geschilderten Weise belichtet wurden, woran sich 
die Ammoniakbestimmung unmittelbar anschloB. Man sieht, daf 
in diesen wiihrend des Monats Februar vorgenommenen Ver- 
suchen der Ammoniakgehalt der belichteten Augen ein sehr hoher 
und in der Mehrzahl der Versuche beiderseits fast gleich ist. 
Der prozentische Unterschied zwischen den beiden belichteten 
Augen ist nur in den Versuchen 85 und 36 hoher als in den 
friiheren vergleichenden Untersuchungen an Dunkelaugen. Doch 
sind die absoluten Differenzen im Ammoniakgehalt bei dem 
viel héheren Werte nach Belichtung auch in einigen anderen 
Versuchen nicht unerheblich. 

Versuch 43 dient als Kontrolle zu den eben besprochenen 
Versuchen. Hier wurde das Auge 4 im unbelichteten Zustande 
untersucht, das Auge B nach Belichtung. Das Ergebnis ist cine 
Vermehrung des Ammoniakgehaltes um iiber 180°/,. Siimtliche 
Versuche der Tab. 3 wurden iibrigens an vorher véllig im Dunkel 
gehaltenen Fréschen vorgenommen (vgl. hierzu auch Tab. 1). 

Um méglichst giinstige Bedingungen fir die Reversion zu 
schaffen, suchte ich in einigen weiteren Versuchen festzustellen, 
wie weit unter sonst gleichbleibenden Belichtungsbedingungen 
die Belichtungszeit vermindert werden kann, ohne daB die 


1) Diese Zs. Bd. 179, S. 186 (1928). 
2) Diese Zs, Bd. 184, S. 183 (1929). 
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Ammoniakbildung ausbleibt. Es ergab sich, wie aus der Tab. 4 
ersichtlich ist, daB auch nach Verringerung der Belichtungszeit 
auf 5 Minuten — Versuche 44—46 ~— und auf 2 Minuten 

Versuche 47—49 — die Vermehrung des Ammoniaks bei den 
in Frage kommenden Fréschen aufs deutlichste erkennbar ist, 
wihrend nach einer Belichtungszeit von nur 1 Minute — Ver- 


Tabelle 4. 


Vergleich des unbelichteten (4) und des belichteten (/?) Auges nach 
verschiedenen Belichtungszeiten. 


























. 2 3 | 4 | 3 
Ver- Zunahme 
suchs- Datum NH, in y | in °/, des Bemerkungen 
Nr. A-Wertes 
44 | 29. 10. 28 A 1,48 190 
B 4,15 
45 29. 10. 28 A 1,29 156 Belichtungszeit 5 Minuten; 
A 5 Minuten im Dunkela 
B 3,30 
gehalten 
46 | 30. 10. 28 A 1,16 229 
B 3,14 
47 | 381. 10. 28 A 0,85 240 
B 2,89 
48 31. 10, 28 A 1,05 199 Belichtungszeit von B = 
2 Minuten; A = 2 Minuten 
B 3,14 4 = 
im Dunkein 
49 2. 11. 28 A 0,68 338 
B 2,98 
50 2. 11. 28 A 0,82 33 . 
B 1,09 | Belichtungszeit von B= 
. 1 Minute; A= 1 Minute im 
ol 2. 11. 28 A 0,99 — 10 Dunkeln gehalten 
B 0,89 
suche 50 und 51 — der Unterschied im Ammoniakgehalt des 


unbelichteten und belichteten Auges sehr gering wird oder yillig 
verschwindet. 

Entsprechend diesen Ergebnissen der Vorversuche wurden 
in den 5 Versuchen der Tab. 5 beide Augen zuniichst 2 Minuten 
belichtet; das eine Auge Br wurde alsdann sofort in Salzsiiure 
versenkt, das andere Bi erst nach 8 Minuten langem Aufenthalt 
im Dunkeln. Wie aus der Reihe 3 der Tab. 5 hervorgeht, liegen 
die beiderseitigen Ammoniakwerte iiberall weit héher als in den 
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zu gleicher Zeit und am gleichen Froschmaterial vorgenommenen 
Bestimmungen an Dunkelaugen. (Vgl. namentlich die Ammoniak- 
bestimmungen in den Versuchen 49—51 der Tab. 4.) Doch ist 
kein auberhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegener Unter- 
schied des sofort nach der Belichtung untersuchten Auges und 
des erst 8 Minuten spiiter verarbeiteten erkennbar. Nur soviel 


Tabelle 5. 


Vergleich des unmittelbar nach 2 Minnten langer Belichtung verarbeiteten 
Auges (Lr) mit dem zuniichst 2 Minuten belichteten und dann 8 Minuten 
im Dunkeln gehaltenen Auge (2). 











| 2 3 | 4 
Differenz 
Versuchs-Nr. Datum NH, in 7 in °/, des 
Br-Wertes 
52 2. 11. 28 Br 1,91 +3 
Bl 1,97 
53 2. 11. 28 Br 3,03 —2 
Bl 2,96 
54 2. 11. 28 Br 3,338 —6 
31 8,18 
55 6. 11. 28 Br 1,87 +2 
Bl 1,91 
16 6. 11. 28 Br 1,78 wf 
Bl 1,70 











geht aus diesen Versuchen hervor, dab die nach 2 Minuten langer 
Belichtung eingetretene Vermehrung des Ammoniaks wihrend 
eines nachfolgenden Dunkelaufenthaltes von 8 Minuten nicht 
weiter fortschreitet. 

Wir haben oben gesehen, dai die Ammoniakbildung unter 
der Einwirkung des Lichtes wihrend des Spitherbstes, jener 
Jahreszeit, zu der die zuletzt besprochenen Versuche vorgenommen 
wurden, sehr viel leichter erfolgt als waihrend des Frihjahrs und 
Friihsommers, was wir auf vollkommenere Reversibilitat des 
ammoniakbildenden Prozesses im Friihjahr zuriickzufiihren suchten; 
vielleicht wiirden Reversibilitiitsversuche der zuletzt besprochenen 
Anordnung wiihrend des Friihjahrs eher zu einem positiyen Er- 
gebnis fihren. 








d 


€ 
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3. Die Ammoniakbildung in der Netzhaut bei verminderter 
Intensitat des Lichtes. 


In simtlichen bisher besprochenen Versuchen wurde die 
gleiche Lichtintensitit (340 kerzige Metallfadenlampe in einem 
Abstande von 80cm unter Zwisclienschaltung stets des gleichen, 
in der fritheren Arbeit geschilderten WassergefiiBes) verwendet. 
Diese Art des Versuches werden wir im folgenden O6fters kurz 
als Grundversuch bezeichnen. In den Grundversuchen betrug die 
Belichtungszeit stets 10 Minuten. 


Tabelle 6. 


Vergleich des unbelichteten (A) und des belichteten (8) Auges bei 
verschiedenen Lampenabstiinden. 





! 2 | 3 | 4 
V hg-N Datum NA. | sores 
ersuchs- Nr. NH, in v in °/, des 
Lampenabstand AcWeetes 
aT 30. 8. 28 A 1,78 142 
Abstand: 160 em B 4,18 
58 80. 8. 28 A 0,61 169 
Abstand: 200 em B 1,64 
59 30. 8. 28 A 1,46 133 
200 cm 3 3,40 
60 31. 8. 28 A 1,02 33 
325 em B 1,36 
61 31. 8. 28 A 1,87 a 
325 cm B 1,84 
62 1, 9. 28 A 0,85 8 
325 em B 0,92 
63 1. 9. 28 A 0,82 4 
325 em B 0,85 
64 1. 9. 28 A 3,06 81 
325 em B 4,01 











In einer Reihe weiterer Versuche suchte ich dariiber Auf- 
schluB zu gewinnen, wie weit man die Intensitit der Bestrahlung 
unter sonst gleichbleibenden Bedingungen verringern kann, ohne 
da8 die Ammoniakbildung ausbleibt. Man sieht aus den ersten 
3 Versuchen der Tab. 6, daB bei VergréBerung des Lampen- 
abstandes auf das Doppelte und auch auf das 2!/, fache die 
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~/ 


Ammoniakbildung ebenso deutlich wie unter den Bedingungen 
des Grundversuches ist, wihrend bei VergréBerung des Lampen- 
abstandes auf etwas mehr als das Vierfache die Wirkung des 
Lichtes auf den Ammoniakgehalt nahezu oder vollig ausbleibt. 


4. Bewirken ultraviolette Strahlen Ammoniakbildung in der 
Netzhaut? 


Fiir die Beurteilung der physiologischen Bedeutung der unter 
der Einwirkung von Lichtstrahlen erfolgenden Ammoniakbildung 
in der Netzhaut erschienen naturgemiB Versuche als bedeutungs- 
voll, in denen fiir das Auge unsichtbare Lichtstrahlen zur Ver- 
wendung kamen. Allerdings mute bei derartigen Versuchen 
heriicksichtigt werden, daB anscheinend der Bereich der Sicht- 
barkeit von Licht verschiedener Wellenliinge nicht bei allen 
Tierarten der gleiche ist.) 

Meine Versuche mit ultraviolettem Licht und ebenso die 
spiiter zu schildernden mit Réntgenstrahlen wurden im Institut 
fiir physikalische Grundlagen der Medizin durchgefihrt. Ich bin 
Herrin Professor Dessauer, Herrn Dr. Rajewsky und Herrn 
Dr. Wilhelmi fir vielfache wertvolle Ratschlige und die tat- 
kriiftige Unterstiitzung meiner Untersuchungen zu gréBtem Danke 
verptlichtet. 

Zu den Versuchen bediente ich mich einer Quecksilberdampflampe 
(groBes Hanauer Modell). Die Versuche wurden im Juni ausgefiihrt, und 
es kamen daher nur Hellfrésche zur Verwendung, d. h. solche Frésche, die 
mindestens 24 Stunden vorher im diffusen Tageslicht gehalten waren (vgl. 
oben 8, 238ff). Die Augen wurden bei der Belichtung nicht, wie friiher, in 
Glasschiilchen, sondern in Quarzschilchen aufbewahrt. Das belichtete Auge 
klebte mit seinem Schnittrand an der Wand eines gut verschlieBbaren 
kleinen Quarzglasbechers, auf dessen Boden ein mit Ringerlésung be- 
feuchtetes Filtrierpapier lag. Mittels eines Thermoelementes war festgestel!t 
worden, da8 das Licht der Quecksilberquarzlampe in einem Abstande vou 
140 em an Gesamtenergiegehalt demjenigen des Grundversuches entsprach. 
Die Versuchsanordnung war im iibrigen bis auf die Fortlassung des Wasser- 
filters die gleiche wie im Grundversuch. Besondere Messungen hatten er- 
geben, daB bei dem eben genannten Abstand die Wiirmestrahlung der 
Quecksilberquarzlampe geringfiigig war. 





1) So stellte Alfred Kiihn mittels der Dressurmethode fest, daB das 
Bienenauge fiir das ultraviolette Spektrum bis etwa zur Wellenlinge von 
300 mu empfindlich ist und auch die Empfindlichkeit des Fischauges £01), 
wenn auch nicht ganz so weit, in das Ultraviolett hineinreichen (Zs. f. ver 
gleichende Physiologie Bd. 5, S. 762 (1927)). 
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Tabelle 7. 


Ammoniakbildung durch Belichtung mit der Quecksilberdampflampe. 








1 2 | 8 | 4 
Zunahme 
Versuchs- 7 ; : 
y Datum NH, in v in °/, des 
Nr. A-Wertes 
65 4. 6. 23 1 0,61 313 
bL 2,52 
66 4. 6. 28 A 0,89 199 
B 2,66 
67 4, 6. 28 A 0,75 198 
B 2,24 











In den 3 Versuchen der Tab. 7 ist unter der Kinwirkung 
des Lichtes der Quecksilberdampflampe starke Ammoniakver- 
mehrung eingetreten. Wenig spiter wurde eine Versuchsreihe 
ausgefiihrt, in der das Licht ein Dunkeluviolglas (Nickeloxydglas) 
von 2,5 mm Dicke passieren muBte, das von der gesamten Strah- 
lung einer Quecksilberdampflampe nur einen kleinen, rein ultra- 
violetten Anteil durchtreten laBt. Am starksten wird Licht von 
der Wellenlinge von 865 und 366 mu durchgelassen, weitaus 
schwicher Lichter von etwas gréferer und geringerer Wellen- 
linge, nach der Seite der kiirzeren Wellen bis zur Linie 313 mu. 


Die Quecksilberdampflampe befand sich in einem lichtdicht schlieBen- 
den Kasten. Die etwa handgroBe Offnung, durch die die Strahlung aus- 
trat, war durch das Dunkeluviolglas verschlossen. Bestimmungen mit dem 
Thermoelement hatten ergeben, daB zur Erzielung der gleichen Menge von 
Gesamtenergie wie im Grundversuch bei dieser Anordnung eine Entfernung 
von 36 cm eingehalten werden muBte. Natiirlich befanden die Augen sich 
auch hier wiihrend der Exposition in Quarzschiilchen, und die Versuchs 
dauer betrug 10 Minuten. 

Man sieht aus den 9 ersten Versuchen der ‘Tab. 8, dab 
nirgends eine deutlich auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung 
gelegene Ammoniakbildung eingetreten ist. Dem Mebhrgehalt 
von 35°/, im bestrahlien Auge in Versuch 68 steht ein gleicher 
Mindergehalt in Versuch 73 gegeniiber, und in simtlichen iibrigen 
Versuchen liegen die Unterschiede innerhalb der in friitheren Ver- 
suchen gefundenen Fehlerbreite. Zur Kontrolle wurden an Augen 
der gleichen Froschsendung nach gleichartiger Vorbehandlung 
(d.h. nach mindestens 24 stiindigem Aufenthalt in diffusem Tages- 
licht) Versuche in der Anordnung des Grundversuches vor- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chomie, CLXXXV1. 17 
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Tabelle 8. 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht. 
2 2 g : | 4 
Differenz 
Versuchs- Nr. Datum NH, in y in %/, 
des A-Wertes 

68 12. 6. 28 A 0,68 + 35 
B 0,92 

69 12, 6. 28 A 1,05 — 19 
3 0,85 

70 12. 6. 28 A 1,43 + 12 
B 1,60 

71 13. 6, 28 A 0,68 + 15 
Bb 0,78 

72 14. 6. 28 A 2,24 > * 
B 2,28 

13 14, 6. 28 A 1,97 — $85 
B 1,29 

14 16. 6. 28 A 8,88 ~ % 
B 2,82 

75 16. 6. 28 A 1,38 + % 
B 1,48 

76 19. 6. 28 A 0,68 + 21 
B 0,82 

Vergleichsversuche mit der 340 kerzigen Metallfadenlampe. 

71 11. 6. 28 A 1,19 +103 
B 2,41 

78 15. 6. 28 A 1,50 +122 
B 3,33 

79 15. 6. 28 A 0,82 + 62 
B 1,83 

80 18. 6. 28 A 1,81 +100 
B 2,62 











genommen (Vers. 77—80). In all diesen Versuchen trat erheb- 
liche Ammoniakbildung bei der Belichtung ein. 
Es unterliegt also keinem Zweifel, daB ultraviolette Strahlen 
von der soeben angegebenen Wellenlinge und einem Energie- 
gehalt, bei dem in den Grundversuchen mit der Metallfadenlampe 
und auch in Versuchen mit dem ungefilterten Lichte der Queck- 
silberdampflampe erhebliche Ammoniakbildung eintritt, ohne er- 
kennbare Wirkung auf den Ammoniakgehalt der Netzhaut bleiben. , 
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Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit der von Helm- 
holtz') geiuBerten Anschauung, daB der Grund der geringen Sicht- 
barkeit ultravioletter Strahlen eine weitgehende physiologische 
Unempfindlichkeit der Netzhaut diesen Strahlen gegeniiber sei. 

Freilich darf der Hinweis darauf nicht unterlassen werden, 
daB in meinen Versuchen mit ultraviolettem Licht bei gleichem 
Gesamtenergiegehalt die Quantenzahl natiirlich geringer als in den 
Grundversuchen mit langwelligerem Licht war, und es ist gewib 
notwendig, kiinftig auch quantenzahlgleiche Lichter verschiedener 
Wellenlingen miteinander zu vergleichen. 

Andererseits darf daran erinnert werden, da bei Verwendung 
des gemischten Lichtes der 340 kerzigen Metallfadenlampe unter 
den beschriebenen Versuchsbedingungen die Lichtintensitaét auf 
etwa 1/, der im Grundversuch einwirkenden vermindert werden 
konnte(VergréBerung des Lampenabstandes auf das 21/, fache), ohne 
daB die Ammmoniakbildung deshalb ausblieb (Tab. 6, Vers. 58 
und 59). Bei dieser Anordnung war die Quantenzahl sicher nicht 
gréBer als in den eben besprochenen Versuchen der Tabelle 7. 

Das Licht des benutzten Wellenlingenbereiches von 365 bis 
366 mu ruft im Gegensatz zu den Strahlen anderer ultravioletter 
Gebiete kein Hauterythem hervor und koaguliert nach Befunden 
von Rajewsky im Frankfurter Institut fiir physikalische Grund- 
lagen der Medizin KiweiSlésungen weitaus schwiicher als das 
Licht benachbarter Bezirke. Es wird daher wichtig sein, auch 
ultraviolettes Licht von anderer Wellenlinge zu untersuchen. 


5. Uber die Einwirkung 
von Réntgenstrahlen auf die Ammoniakbildung in der Netzhaut?). 
Meine Versuche mit Réntgenstrahlen mit Ausnahme derjenigen mit 


ganz weichen Strahlen (Grenzstrahlen) wurden folgendermaBen durchgefihrt : 
Die Bestrahlung des eréffneten Auges erfolgte in einer als feuchte Kammer 





’) Helmholtz, Handbuch der physiol. Optik, Bd. 2, S. 61, 1911. 

*) Himstedt und Nagel (Ann. d. Physik, IV, F. 4, 8. 537, 1901) fanden, 
daB die Froschnetzhaut unter der Einwirkung von Réntgenstrahlen Aktions- 
strome zeigt. Andere fiir Lichteinwirkung auf die Netzhaut charakteristische 
Vorgiinge, wie der Ubergang der dunkeladaptierten (Pergens, Annal. d. |. 
soc. roy. des Sciences médicales Bruxelles 1896, Bd. 5 und Birch-Hirsch- 
feld, Archiv f. Ophthalmologie Bd. 59, S. 229, 1904) Netzhautelemente in 
die Hellstellung und die Sehpurpurbleichung (s.a. Greeff, Deutsche Medizin. 
Wochenschrift 1904, S. 452) konnten nicht beobachtet werden. Die Spit- 
wirkungen der Réntgenstrahlen auf die Netzhaut, wie sie namentlich Birch- 
Hirschfeld festzustellen glaubte, sollen hier nicht beriicksichtigt werden. 
3° 
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hergerichteten Doppelglasschale, wobei die Konkavitiit des Augenbechers 
nach dem Fokus der Roéntgenréhre blickte. Die Glasschale wurde in ein 
innen schwarz gebeiztes, lichtdicht schliebendes Holzkastchen gestellt, so 
daB die Bestrahlung in einem hellen Raum erfolgen konnte. Sie dauerte 
stets 10 Minuten, wiahrend welcher das nicht bestrahlte Auge vor Licht- 
und Réntgenstrahlen geschiitzt in seiner feuchten Kammer aufbewabrt 
wurde. Die Wirmewirkung der Réntgenréhre war bei dieser Anordnung 
auch dann geringfiigig, wenn die Bestrahlung aus groBer Nihe erfolgte. 
Die Versuche wurden wiihrend der Monate Juli und August an 24 Stunden 
vorher dunkelgehaltenen Fréschen angestellt, da wihrend dieser Monate 
wenigstens bei den in Frage kommenden Froschsendungen der Belichtungs- 
versuch mit der Metallfadenlampe auch an den Augen von Dunkelfréschen 
stets Ammoniakbildung herbeifiihrte. 


Tabelle 9. 


Bestrahlung mit mittelharten Réntgenstrahlen. 




















we 2 S | 4 | . 
Ver- Zunahme 
suchs- Datum NH, in y | in °/, des Bemerkungen 
Nr. A-Wertes 
81 22. 7. 28 A 1,46 112 | 
B 3,09 
82 22, 7. 28 A 2,04 108 
B 4,25 Coolidge-Réhre, 95 KYV., 
, i 5 MA., 0,09 mm Kupfer und 
- sia -: ae ” 1mm Aluminium-Filterung, 
; 10 em Abstand, 10 Minuten 
84 27. 7. 28 A 1,55 146 bestrahlt. Mit der Siemens- 
B 3,81 Fingerhutkamera gemessen 
1/ 
85 | 27.7.28 | A 0,92 162 310 R. (etwa "/, HED.). 
B 2,41 
86 27. 7. 28 A 1,46 128 ) 
B 3,33 


Grundversuch“ am gleichen Froschmaterial. 


87 23. 7. 28 A 237 | 





Ich untersuchte Réntgenstrahlen verschiedener Hirte und 
verschiedener Intensitéit. In Tabelle 9 sind die Ergebnisse von 
6 Versuchen wiedergegeben, die mit mittelharten Réntgenstrahlen 
in einer Intensitét von 310 R vorgenommen wurden. Die Einzel- 
heiten der Bestrahlung gehen aus Reihe 5 hervor. Man sieht, 
daB iiberall eine starke Ammoniakbildung eingetreten ist. Noch 
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groBer ist sie im Kontrollversuch 87, in dem das eine Auge 
wihrend 10 Minuten unter den Bedingungen des Grundversuchs 
belichtet wurde. 


Tabelle 10. 


Bestrahlung mit weichen Réntgenstrahlen. 























1 2 | 3 } 4 | 5 
Ver- Zunahme 
suchs- Datum NH, in y | in °/, des Bemerkungen 
Nr. A-Wertes 
83 30. 7. 28 A 1,12 171 
B 3,08 
* . ia Coolidge-Rihre, 56 KY. 
C 9R F OF? 9 ’ 
- cr 2 mg aii 14 MA., 0,09 mm Kupfer u. 
a oe 1,00 mm Aluminium-Filte- 
90 $1. 7. 28 A 0,51 286 + rung, 10 em Abstand, 
B 1,97 10 Min. bestrahlt. Mit der 
94 91. 7. 28 A 0,68 491 ee 
B 3,54 gemessen 300 h. 
92 31. 7. 28 A 0,44 202 
B 1,33 
,Grundversuch“ am gleichen Froschmaterial. 
93 31. 7. 23 A 0,55 | 258 
B 197 | 


Mindestens ebenso betriichtlich ist die Vermehrung des 
Ammoniaks in den Versuchen 83—92 (Tabelle 10), in denen weiche 
Réntgenstrahlen (siehe Bemerkungen Kolonne 5) von 300 R auf 
die Netzhaut einwirken. 


Kine etwas abweichende Anordnung muBte bei den Ver- 
suchen 94—-97 benutzt werden, in denen eine Weichstrahlréhre 
zur Anwendung gelangte. 


Die von ihr erzeugten ganz weichen Strahlen (Grenzstrahlen) werden 
so leicht absorbiert, daB weder ein GlasgefiB noch ein lichtdicht schlieBendes 
Holzkiistchen verwandt werden konnte. Das Auge befand sich bei der 
Bestrahlung, die natiirlich im Dunkeln vorgenommen werden mubBte, hinter 
einem Cellopbanfenster von '/,,,mm Dicke, der vordere Augenrand klebte 
hierbei an der Cellophanmembran. Die Einwirkung des Rihrenlichtes wurde 
natiirlich ausgeschlossen; das unbestrahlte Kontrollange wurde in gleicher 
Weise wie das bestrahlte auf eine Cellophanmembran aufgeklebt. Die 
Intensitiit der Strahlung entsprach etwa nur der Hiilfte der in Versuchen 
der Tabelle 9 und 10 angewandten. 
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Tabelle 11. 


Bestrahlung mit ,,Grenzstrahlen“. 








1 2 | 3 | 4 | 5 
Ver- Zunahme 
suchs- Datum NH, in y | in °/, des Bemerkungen 
Nr. A-Wertes 
94 2. 8. 28 A 2.24 59 
3 «8,57 Weichstrahlréhre mit Lin- 
. demann-Fenster. 9 KY 
9 2. 8. 2 9 209 2 *) 
F . ~ “ee 10 MA., 5 em Abstand, 
wi ; 10 Minuten bestrahlt. Mit 
96 3. 8. 28 A 0,99 199 dem Rajewsky - Universal. 
> 2,96 elektroskop gemessen 150K. 
1 “ 
97 3. 8, 28 A 2,21 48 | (‘/, HIED.). 
3 3.96 














Man sieht aus den 4 Ergebnissen der Tabelle 11, daB auch 
unter den eben geschilderten Versuchsbedingungen bei der Be- 
strahlung iiberall eine Vermehrung des Ammoniaks eintrat. 

Die in dem oberen Teil der Tab. 12 niedergelegten Ver- 
suche 98—105 wurden mit harten Strahlen vorgenommen, in den 
Versuchen 98—100 betrug der Abstand der Réntgenréhre vom 
Auge 75 cm, und die Strahlenintensitit war viel geringer als in 
den bisherigen Versuchen (18,3 R.). Nur in 2 von 3 Versuchen 
trat bei dieser Anordnung Ammoniakbildung ein. In den Ver- 
suchen 101—105 wurde der Abstand der Réhre auf 100 cm ver- 
mehrt, wodurch die Intensitat auf 1,7 R. vermindert wurde. I: 
4 Versuchen wurde hierbei kein auberhalb der Fehlergrenze der 
Bestimmung gelegener Unterschied im Ammoniakgehalt beob- 
achtet, nur Versuch 105 zeigt einen geringen Mehrgehalt des 
bestrahlten Auges. 

DaB die hierbei benutzten Dunkelaugen durch das Licht 
der Metallfadenlampe unter den Bedingungen des Grundversuches 
reichlich Ammoniak bildeten, geht aus den Versuchen 106—10> 
hervor, die gleichzeitig auch als Kontrollen fiir die um die gleiclic 
Zeit angestellten Versuche 109—111 dienen. Hier wurde die 
gleiche Weichstrahlréhre wie in den Versuchen 94—97 (Tab. 11 
verwendet, nur daB der Abstand der Réhre auf 33 cm vergréBert 
war, wodurch die Intensitiit auf 1,8 R. absank, also auf nahezu 
den Wert der Versuche 10!1—105. Trotzdem trat starke Ammoniak- 
bildung ein. 
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Tabelle 12. 
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Bestrahlung mit harten Réntgenstrahlen. 





Ver- 
guchs- 
Nr. 
98 
99 
100 
101 
102 
103 


104 


105 


106 





107 


108 


109 


110 


111 








Datum NH, in v 
8.8.28 | A 2,04 
B 2,07 

8. 8. 28 A 0,51 
B 1,02 

8. 8. 28 A 1,97 
B 3,44 

9. 8. 28 A 0,58 
B 0,51 

10. 8. 28 A 1,36 
B 1,43 

13. 8. 28 A_ 0,65 
B ” 

13. 8. 28 A 1,26 
B 1,38 

i3. 8.28 | A 1,39 
B 2,07 
, Grundversuche“ 

10. 8. 28 A 1,19 
Bb 281 

3. 8. 28 A 1,50 
B 3,26 

14.8.28 | A 1,46 
B 2,97 

15. 8.28 | A 1,19 
B 2,38 

15. 8. 28 A 0,68 
B 19% 

15. 8. 28 A 0,85 
B 1,97 








3 


7 om’ 


Zunahme 
in °/, des 
A-Wertes 


49 





136 


117 


103 











Bemerkungen 


Coolidge-Riéhre, 200 KY., 
2 MA., 0,8 nm Kupfer- u. 1mm 
Aluminium- Filterung, 75 em 
Abstand, 10 Minuten bestrahlt. 
Mit der Fingerhutkamera ge- 

messen 18,3 R. 


Dieselbe Anorduurg, nur 
100 ccm Abstand 1,7 R. 


am gleichen Froschmaterial. 


Bestrahlung mit ,,Grenzstrahlen™. 


100 











Weichstrahlréhre mit Linde- 

mannfester, 9 KYV., 10 MA., 

32,2 cm Abstand, 10 Minuten 

bestrahlt. Mit dem Rajewsky- 

Universalelektroskop gemessen 
1,8 R. 


Es ergab sich also, da8 harte Strahlen, deren Intensitit am 
Kinwirkungsorte 1,7 Réntgen entsprach, keine Ammoniakbildung 
hervorriefen, wahrend bei annahernd der gleichen Intensitiit die leicht 
absorbierbaren ,,Grenzstrahlen“ erhebliche Ammoniakbildung her- 





beifiihrten. 
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Die Tatsache, daB Réntgenstrahlen nach einer Kinwirkungszeit 
von nur 10 Minuten starke Ammoniakbildung in der Netzhaut 
bewirken, steht im Gegensatz zu den Versuchsergebnissen, die 
bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht bestimmter Wellenlinge 
erhalten wurden. Denn auch Réntgenstrahlen werden ja durch 
das Auge nicht oder nur ganz schwach wahrgenommen. Ks 
liegt wohl am _ niichsten, die Ammoniakbildung durch kurz- 
dauernde Réntgenbestrahlung als den Ausdruck einer rasch ent- 
stehenden strukturellen Schiidigung der Netzhaut anzusehen, die 
jax nicht nur unter der Lichteinwirkung, sondern auch beim Ab- 
sterben Ammoniak bildet. 


Jedenfalls diirfte die bei Réntgenbestrahlung erfolgende 
Ammoniakbildung in der Netzhaut zur Zeit diejenige biologische 
Wirkung von Réntgenstrahlen sein, die sich weitaus am raschesten 
nachweisen liBt, ein Umstand, dem vielleicht fiir die Bearbeitung 
von Fragen der Roéntgenforschung Bedeutung zukommen kénnte. 


Die eben versuchte Deutung der Réntgenwirkung aut die 
Netzhaut wiirde iibrigens an Wahrscheinlichkeit gewinnen, wenn 
es sich zeigen lieBe, daB auch ultraviolette Strahlen von gréBerer 
biologischer Wirkung als die in meinen Versuchen angewandten 
des Wellenliingenbereiches von 365—366 mu Ammoniakbildung 
hervorrufen kénnen, und daB im lebenden Organismus keine so 
starke Kinwirkung von Réntgenstrahlen auf die Ammoniakbildung 
in der Netzhaut stattfindet. 


6. Vergleichende Versuche tiber die Einwirkung von Netzhautbrei 
auf verschiedene Nucleotide und ihre Spaltungsprodukte. 


Die Feststellung, daB das Licht Ammoniakbildung in der 
Netzhaut hervorruft, ebenso wie der Muskel bei seiner spezifischen 
Funktion Ammoniak bildet, hatte schon friiher zu Untersuchungen 
iiber die Natur der ammoniakbildenden Substanz und iiber dic 
Einwirkung lebensfrischer Netzhaut auf mehrere Nucleotide ge- 
fiihrt. Hierbei hatte sich ergeben, dab Netzhautbrei im Gegen- 
satz zu seinem Verhalten gegen Guanosinphosphorsiiure aus 
Adenosinphosphorsiiure reichlich Ammoniak bildet. Die wegen 
dieses Verhaltens gegeniiber Adenosinphosphorsiiure gehegte Ver- 
mutung, daB in der Retina die gleiche ammoniakbildende Substanz 
vorhanden wiire wie im Muskel, bestiitigte sich aber in ebenfalls 
bereits verdffentlichten Versuchen nicht; denn eine nach den 
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Angaben von G. Schmidt?) hergestellte Fermentlisung, welche 
Muskeladenosinphosphorsiure und nur diese rasch desaminiert, 
blieb ohne Einwirkung auf frischen Netzhautbrei, dessen ammoniak- 
bildendes Fermentsystem durch kurze Behandlung mit verdiinnter 
Salzsiure zerstért worden war. 

Unterdessen konnte in Untersuchungen aus dem hiesigen 
Institut gezeigt werden, daB im Gegensatz zu der urspriinglich 
ausgesprochenen Anschauung die Muskeladenosinphosphorsiure 
nicht mit der aus Hefenucleinsiiure darstellbaren identisch ist, 
was namentlich auch darin zum Ausdruck kommt, dab die aus 
Skelettmuskulatur gewonnene Muskeladenylsiiure desaminierende 
Kermentlésung die letztere Substanz nicht zu desaminieren 
vermag. 

Ich habe in 2 Versuchen die Kinwirkung von Netzhautbrei 
auf beide Adenylsiiuren untersucht und diese Untersuchungen 
auch auf das Adenosin und das Adenin ausgedelhnt. 

Das Ergebnis dieser Versuche soll nur ganz kurz wieder- 
segeben werden: In Bestitigung der friiher gemeinsam mit 
Te Kamp ausgefiihrten Untersuchungen stellte ich fest, dab 
Muskeladenylsiure leicht durch Netzhautbrei desaminiert wird, 
weitaus stairker als Hefeadenylsiiure, die unter den gleichen Be- 
dingungen, unter denen aus Muskeladenylsiiure weit mehr als die 
Hilfte der theoretisch méglichen Menge an Ammoniak abgespalten 
wurde, weniger als 20°/, dieser Ammoniakmenge abgab. 

Dagegen wurde in vergleichenden Versuchen mit iiquivalenten 
Mengen Muskeladenylsiure und Adenosin das Nucleosid noch 
weit stirker desaminiert als das Nucleotid. 

Adenin schlieBlich wurde von Netzhautbrei kaum angegriffen. 

Das Verhalten des Netzhautbreis gegeniiber Muskeladeny]- 
siure, Adenosin und Adenin entspricht ganz dem des Muskelbreis. 
Untersuchungen iiber die Einwirkung von Muskelbrei auf die aus 
Hefenucleinsiure dargestellte Adenylsiiure liegen bisher nicht vor. 
Noch konnte von G. Schmidt’) gezeigt werden, daB eine aus 
Muskulatur gewinnbare Fermentlisung lediglich die Muskeladeny]- 
siiure zu desaminieren vermag. 

Vielleicht kam die Desaminierung der Hefeadenylsiiure durch 
Netzhautbrei dadurch zustande, da& durch primire Phosphatase- 
wirkung Adenosin entstand. 





') Diese Zs. Bd. 179, S. 259 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 179, S. 266 (1928). 
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Zusammenfassung. 


1, Die friiher unter der EKinwirkung einer bestimmten Be- 
lichtungsart in der Netzhaut des eréffneten Froschauges gefundene 
Ammoniakbildung konnte bestitigt werden, doch ergab sich, dab 
im Frihjahr und im Frihsommer die gleiche Belichtung, die zu 
andern Jahreszeiten an den Augen vorher dunkel gehaltener 
Frésche eine starke Ammoniakbildung herbeifiihrt, nur schwach 
wirksam oder unwirksam ist; auch zu dieser Jahreszeit fielen 
dagegen jene Versuche ausnahmslos positiv aus, zu denen Frésche 
verwendet wurden, die einige Zeit vor dem Tode in diffusem 
Tageslicht gehalten worden waren. 

Ks wird versucht, diese Befunde auf die besonders voll- 
kommene Reversibilitit der Ammoniakbildung wihrend der Friih- 
jabrsmonate zuriickzufiihren. 


2, Auch am lebenden Frosche gelang es, die Ammoniak- 
bildung in der Netzhaut durch linger andauernde starke Belichtung 
nachzuweisen, und zwar auch im Juni, also zur Zeit ihrer voli- 
kommensten Reversibilitiit. Demeutsprechend ist der Ammoniak- 
gehalt der Netzhaut von Fréschen, die sich in diffusem Tageslicht 
aufgehalten haben, fast immer erheblich hdher als derjenige von 
gleichzeitig untersuchten gleichartigen Dunkelfréschen. 


3. GleichmiBige Belichtung der beiden isolierten Augen eines 
Frosches fiihrt zu einer beiderseits sehr ahnlichen Steigerung des 
Ammoniakgehaltes. 

4. Bei gleichbleibender Belichtuygsstirke konnte in wahrend 
des Herbstes vorgenommenen Versuchen die Belichtungszeit, die 
in den Grundversuchen stets 10 Minuten betrug, auf 2 Minuten 
abgekiirzt werden, ohne daB die Ammoniakbildung deswegen aus- 
blieb. Eine Belichtungszeit von nur einer Minute fihrte dagegen 
keine Ammoniakbildung herbei. 

Wurden zu dieser Jahreszeit beide Augen wihrend 2 Minuten 
belichtet und im AnschluB daran das eine sofort verarbeitet, 
das andere erst nach einem Dunkelaufenthalt von 8 Minuten, so 
konnte ein Mindergehalt an Ammoniak in dem zuletzt verarbeiteten 
Auge nicht festgestellt werden. Es gelang also bisher nicht, dic 
Reversibilitiit der Ammoniakbildung am isolierten Auge nach- 
zuweisen. 

5. Der im Grundversuch stets angewandte Lampenabstand 
von 80cm konnte auf 160 cm und auch auf 200 cm vergréBert 
werden, ohne daB deswegen die Ammoniakbildung bei der Be- 
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lichtung ausblieb. Wurde dagegen die Entfernung der Lampe 
auf das Vierfache gesteigert, so trat keine oder nur eine gering- 
fiigige Ammoniakbildung ein, 

6. Wurde statt der Metallfadenlampe in 80 cm Abstand zur 
Belichtung eine Hanauer Quarzlampe in einem Abstande von 
140 cm verwendet, wobei der Energiegehalt der die Netzhaut 
treffenden Strahlen demjenigen in den ,,Grundversuchen“ mit der 
Metallfadenlampe entsprach, so trat stets erhebliche Ammoniak- 
bildung ein. 

Im Gegensatz dazu erwies sich eine iquienergetische Menge 
von ultravioletten Strahlen, die zum iiberwiegenden Teil die 
Wellenlinge 365—366 mu hatten, als unwirksam. 

7. Réntgenstrahlen verschiedener Beschaffenheit fiihrten nach 
10 Minuten langer Einwirkung auf das isolierte und erdffnete 
Froschauge starke Ammoniakbildung herbei. Bei Verwendung 
harter Strahlen trat diese Ammoniakbildung entweder garnicht 
oder doch nur in geringem MaBe ein, wenn die Strahlenmenge 
auf 1,7 R. vermindert wurde, wahrend unter den gleichen Be- 
dingungen weiche Strahlen (Grenzstrahlen) hochwirksam waren. 
Ks wird darauf hingewiesen, daB die Ammoniakbildung in der 
Netzhaut weitaus am raschesten von den bisher bekannten bio- 
logischen Réntgenwirkungen nachweisbar ist. 

8. In Ubereinstimmung mit dem Verhalten von Muskelbrei 
werden durch lebensfrischen Netzhautbrei Muskeladenosinphosphor- 
siure und namentlich Adenosin rasch desaminiert. Auch die 
Feststellung, daB Adenin durch die lebensfrische Retina kaum 
angegriffen wird, stimmt mit den am Muskel gemachten Er- 
fahrungen iiberein. Der Befund, da’ Netzhautbrei auch aus 
Hefeadenosinphosphorsiure Ammoniak abspaltet, freilich unter 
vergleichbaren Bedingungen weitaus schwiicher als aus Muskel- 
adenylsiure, findet vielleicht durch primiire Phosphorsiureabspaltung 
unter intermediarem Auftreten von Adenosin seine Erklirung. 
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Uber eine spezifische Farbenreaktion fiir Histamin. 


Von 


Walther Zimmermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wtrzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. November 1929.) 


Als Nachweis des Histamins kann auBer seiner pharma- 
kologischen Wirksamkeit seine Reaktion mit der Diazosulfanilsiure 
(Paulysche Diazoprobe) gebraucht werden. Diese Reaktion hat 
den Vor- und Nachteil, daB eine ganze Reihe biologisch bekannter 
Imidazolabkémmlinge, unter anderem das Histidin, mit Diazosulfanil- 
siiure einen ebenfalls roten Azofarbstoff bilden. Im folgenden soll 
nun eine Reaktion gezeigt werden, die unter den biologisch bisher 
bekannten !midazolabkémmlingen nur das Histamin gibt. Sie be- 
ruht darauf, daB Histaminsalze mit kleinen Mengen Kobaltnitrat 
bei Zusatz von Alkali einen violetten Niederschlag, in gréBerer Ver- 
diinnung eine Violettfiirbung geben. Die entstehende, intensiy 
gefiirbte Komplexverbindung wird durch Oxydationsmittel (Pikrin- 
siiure, Wasserstoffsuperoxyd, auch durch Luftsauerstoff), ebenso 
aber auch durch Reduktionsmittel (Natriumhydrosulfit, Pyrogallol) 
entfiirbt. Um jede Oxydationswirkung auszuschalten, kann man 
deshalb den in der Reaktionsfliissigkeit gelésten Sauerstoff vor 
dem Vermischen der Lésungen durch Evakuieren im Thunberg- 
rdhrchen?) entfernen. Notwendig ist dies bei einer Histamin- 
konzentration unter 1°/,. — GréBere Mengen von Ammonsalzen 
verhindern die Reaktion. Ebenso kann bei Anwesenheit gréBerer 
Kobaltmengen die Reaktion nicht wahrgenommen werden. 

Unter gleichen Verhiltnissen geben die Imidazolderivate Pilo- 
carpin und Anserin keine Farbreaktion, Carnosin und Histidin bei 
Gegenwart von Luft eine gelbe Farbung, im Vakuum keine Reaktion. 


1) Th. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 35, S. 164 (1918). 
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[midazoldicarbonsaure einen schwachrosa Niederschlag. Imidazo] 
selbst gibt, wie schon Emil I. Fischer?) feststellte, einen luft- 
bestandigen violetten Niederschlag, doch wird seine theoretische 
Deutung durch die vorstehenden Versuche hinfillig; er gibt an, 
daB die Farbreaktion auftrete, wenn im Formelbilde entweder 
die Gruppe NH mit CH und N oder NH mit N und CH ver- 
kettet ist. 

Von andern Kérpern waren negativ: Kreatinin, I'yramin, dann 
Xanthin, Hypoxanthin und Thymin. Kine 1°/,ige Lisung von 
Guanin gibt eine voribergehende, auch im Thunbergréhrchen in 
wenigen Minuten verschwindende Violettfirbung. Ebenso verhiilt 
sich das Adenin, das iiberhaupt erst bei héherer Konzentration 
anspricht. Eine 1°/,ige Histaminchlorhydratliésung dagegen gibt 
eine violette Fiallung, eine 0,2 °/,ige Lésung eine violette Fiirbung, 
die im Vakuum bestindig ist und sich zu kolorimetrischen Ver- 
suchen eignet. Die neue Reaktion beispielsweise gestattet, den 
Histaminzuwachs einer faulenden Histidinlésung zu verfolgen’*). 


Versuche. 


A. 10 mg Histaminchlorhydrat werden in 1 ccm Wasser ge- 
lost, mit 3 Tropfen 1°/,iger Cobaltnitratlésung (1 g Cobaltonitrat 
puriss. crist. Merck in 100 ccm Wasser) versetzt und dazu 
10 Tropfen 2n-Natronlauge gegeben. Es entsteht ein violetter 
Niederschlag, der nach kurzer Zeit, besonders beim Schiitteln, 
durch die oxydierende Wirkung des Luftsauerstoffes verschwindet. 
Bei Abwesenheit von Histamin entsteht durch ausfallende basische 
Kobaltsalze voriibergehend eine leichte Himmelblaufirbung. Diese 
Fiarbung kann mit dem ausgesprochen starken Violett der Histamin- 
reaktion nicht verwechselt werden. 

B. 2 mg Histaminchlorhydrat werden in 1 ccm Wasser gelist 
und in einem Thunbergroéhrchen mit 3 Tropfen 1°/,iger Kobalt- 
nitratlésung versetzt; dann wird ein kleines Reagenzglas mit 
10 Tropfen 2n-Natronlauge darin zum Teil versenkt, sorgfiltig 
evakuiert und das Réhrchen geschlossen. Beim Vermischen der 
beiden Loésungen durch Schiitteln entsteht eine Violettfirbung. 
Die Reaktion tritt ebenso deutlich hervor, wenn man vorher noch 
8 mg Histidinchlorhydrat der Histaminlésung zusetzt. 


') Emil I. Fischer, Wissenschaftliche Veréffentlichungen aus dem 
Siemenskonzern Bd. 4, S. 171 (1925); Chem. Zbl. Bd. II, S. 470 (1926). 
*) D. Ackermann, Diese Zs. Bd, 65, S. 504 (1910). 
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C. 2 g Histidinchlorhydrat werden in 200 ccm Wasser gelist, 
0,5 g Pepton Witte und 1g Traubenzucker zugegeben. Diese 
Lésung wird mit einem Tropfen einer in Faulnis befindlichen 
Pankreassuspension angeimpft und bei 37° im Brutschrank auf- 
bewahrt. Die Reaktion muB dauernd schwach sodaalkalisch ge- 
halten werden. Nach 4 Tagen wird 1 ccm der Lésung mit etwa 
2 Tropfen verdiinnter Schwefelsiure auf eben congosaure Reaktion 
gebracht und in einem Thunbergréhrchen mit 3 Tropfen der 
Kobaltnitratlisung versetzt. Wie oben bringt man ein kleines 
Reagenzglas mit 20 Tropfen 2n-Natronlauge ein, evakuiert und 
mischt nach dem VerschlieBen des Réhrchens. Es entsteht die 
typische Violettfirbung des Histamins. Kin Kontrollfaulnisversuch 
mit den gleichen Mengen Pepton und Traubenzucker, aber ohne 
Histidin, gibt nach gleicher Zeit nur die voriibergehende, schwaclie 
Blaufarbung basischer Kobaltverbindungen. 

Ob Urocaninsaure die Reaktion gibt, was wenig wahrscheinlich 
ist, werde ich feststellen, sobald mir das Praparat zur Verfiigung 
steht. 




































Zum ,,Inaktivieren“® des Oxyhamins. 
Von 


A. Hamsik. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Brinn. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1929.) 





In der letzten Mitteilung') wurde berichtet, daB das frisch 
dargestellte «-Oxyhamin (Hiimatin) beim Trocknen seine ,,Aktivitit 
verliert, indem es als trockenes Pulver mit der Ameisensiiure und 
mit dem EKisessig nicht mehr krystallisierte Himine direkt gibt. 

Nun wurde weiter beobachtet, daB das .aktive Himatin“ 
seine Aktivitit auch durch tagelang dauerndes Waschen mit 
kaltem Wasser oder durch stundenlang dauerndes Kochen mit 
Wasser verliert. 

AuBerdem wurde das Verhalten einiger Priiparate, die Oxy-, 
CO-, Met- und Kat-himoglobin enthielten, gegen Ameisensiure 
und gegen Kisessig studiert. Diese Priparate verloren nicht ihre 
Aktivitaét durch Trocknen. Die prosthetische Gruppe ist also 
durch die Bindung mit dem Globin geschiitzt und zwar auch in 
dem Kathimoglobin, in welchem die Bindung nach F. Hauro- 
witz*) nur eine kolioidchemische ist. Die Priparate erwiesen 
sich widerstandsfahiger beim Waschen mit kaltem Wasser als 
das freie Oxyhimin und auch beim Kochen in Wasser verloren 
sie ihre Aktivitit langsamer. 

Bei der Darstellung der genannten Praparate wurde beobachtet, 
daB zu den met- und kathimoglobinbildenden Mitteln auBer den- 
jenigen von . Haurowitz (a. a. O.) angefiihrten auch das Aceton 
gehért. Durch Azeton wurden zuerst Krystalle des Oxy-, CO- 
und Met-Himoglobins erhalten; diese Krystalle zerfielen aber in 
Kiigelchen, die Kathimoglobin enthielten. 


1) Diese Zs. Bd. 183, S. 269 (1929). Dortselbst soll in den Zitaten 
S. 269, 1 und S. 272, 1 und 2 anstatt Bd. 182 richtig Bd. 183, S. 103 (1929) 
stehen. 

*) Diese Zs. Bd. 137, S. 62 (1924). 
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Experimenteller Teil. 
I. Darstellung der Praparate. 


Defibriniertes Ochsen- und Pferdeblut wurde zentrifugiert, 
die Blutkérperchen wurden 4 mal mit 1°/, iger Natriumformiat- 
oder mit 2°/, iger Natriumazetalisung auf der Zentrifuge ge- 
waschen. Wenn der mit Natriumformiat gewaschene Pferdeblut- 
kérperchenbrei bei 12° stehen blieb, krystallisierte unter Erstarren 
der Fliissigkeit das Oxyhimoglobin in grofen Krystallen aus. 

A. 1. Ein kleiner Teil der Erythrocytensuspension wurde auf 
pordser Tonplatte bei Zimmertemperatur getrocknet und dann 
pulverisiert. Das Pulver enthielt Oxyhimoglobin und ein wenig 
Methiimoglobin; es blieb in Wasser allmihlich léslich. 

2. Der Blutkérperchenbrei wurde a) mit 17/, bis 2 Volum 
Wasser hiimolysiert, die haimolytische Fliissigkeit wurde zentrifugiert 
und filtriert; b) mit 2 Volum Wasser und mit Toluol?) himolysiert, 
zentrifugiert und die untere Farbstofilésung filtriert. 

Wenn eine Probe der Farbstofflésung mit Wasser stark ver- 
diinnt und mit einem halben Volum Aceton oder mit etwa 
3fachem Volum des 60°/, igen Acetons (oder Alkohols) bei Gegen- 
wart von Kochsalz vermischt wurde, behielt die Loésung nur 
eine sehr kurze Zeit die Farbe und das Spektrum des Oxyhimo- 
globins; bald wurde die Farbe braunrot und das Spektrum 
ging in jenes des neutralen Hiimatins Arnolds’) tiber. Die 
Lésung triibte sich bald. Die salzhaltigen Mutterlaugen blieben 
zuletzt gefiirbt und besaBen das Spektrum des neutralen Hiima- 
tins, das nach Zusatz von Schwefelammonium in jenes des 
Hiimochromogens iiberging. Die salzfreien Mutterlaugen waren 
dagegen fast farblos. Der abfiltrierte, orangebraunrote Niederschlag 
war in Wasser unléslich, von einer ganz verdiinnten Sodalésung 
wurde es sehr allmihlich und gering gelést. Die nach mehrerei 
Stunden erhaltene Lisung besaf undeutliches Spektrum des 
neutralen Haimatins, welches nach Zusatz von Schwefelammonium 
in deutliches Spektrum des Hiimochromogens iiberging. Der 
Niederschlag enthielt also auch das Kathimoglobin. 

Die iibrige himolytische Fliissigkeit wurde bei Zimmer- 
temperatur: 

a) Mit Aceton eben gefillt: zu 100 ccm der Oxyhimoglobin- 
lésung wurden etwa 70—90 ccm Aceton auf einmal zugegeben und 


'! F. Haurowitz und J. Sladek, Diese Zs. Bd. 173, 8, 272 (1928). 
2) Diese Zs. Bd. 29, S. 78 (1899) 








x 








Zum ,,Inaktivieren“ des Oxyhiimins. 265 


das Gemisch wurde durchgeschitttelt. Der erhaltene Niederschlag 
war bei Verwendung von Ochsenblut anfangs amorph, fing aber 
bald an zu krystallisieren; nach etwa einer Viertelstunde waren 
schon sehr zahlreiche Krystalle (sechsseitige oder vierseitige griin- 
liche bis rote, ziemlich groBe 'l'afeln) ausgebildet. Bei Verwendung 
vun Pferdeblut bestand der Niederschlag nach einigen Minuten 
aus kleinen, griinlichen, meist zu Sterngebilden gruppierten 
Krystallen. Die Krystalle zerfielen nach einiger Zeit selbst oder 
beim Filtrieren oder beim Waschen mit 50°/, igem Aceton in 
griinliche Kiigelchen. Der Niederschlag wurde nach verschieden 
langer Zeit (15 Minuten bis 15 Stunden) abfiltriert. Je linger 
die Priparate der Minwirkung des Acetons ausgesetzt waren, desto 
weniger waren sie léslich und desto weuiger Oxyhamoglobin ent- 
hielten sie. Das Oxyhiimoglobin des Pferdes war gegen Aceton 
emptindlicher, wurde schneller in Kathimoglobin tiberfiihrt!) als 
das Oxyhimoglobin des Rindes, da die unter gleichen Bedingungen 
dargestellten Priparate bei Verwendung von Pferdeblut weniger 
léslich waren und mehr Kathamoglobin enthielten. 

Die bald abfiltrierten Priparate waren in Wasser wenig lis- 
lich, die Liésung besaB das Spektrum des Oxyhiimoglobins, das 
nach Zusatz von Schwefelammonium in jenes des Himoglobins 
iiberging. Die mit sehr verdiinnter Sodalésung erhaltene Farb- 
stoffiésung besaB auch das Oxyhimoglobinspektrum, aber nach 
Zusatz von Schwefelammonium war nicht nur das Spektrum des 
Himoglobins, sondern auch der erste Streifen des Himochromogens 
sichtbar; diese Priiparate enthielten also auch schon das Kathiimo- 
globin. Dieselben lufttrockenen Priparate waren noch weniger 
loslich und enthielten auBerdem etwas Methimoglobin, besonders 
wenn sie iilter waren. 

Die nach langerer Einwirkung des Acetons abfiltrierten, luft- 
trockenen und pulverisierten Priparate waren in kaltem Wasser 
fast unléslich, beim langeren Kochen ging ein ganz geringer ‘Teil 
des Farbstoffs in Lésung. Das opalisierende Filtrat besaB un- 
deutliches Spektrum des neutralen Himatins; nach Zusatz von 
Schwefelammonium wurde deutliches Himochromogenspektrum 
mit Schatten (des Hiimoglobins) beobachtet. Mit sehr verdiinnter 
Sodalésung wurde sehr allmiblich eine schwache Lisung erhalten; 
dieselbe besaB undeutliches Spektrum des Methiimoglobins, das 
nach Zusatz von Schwefelammonium zuerst sehr verstiirkt wurde 


') Vgl. F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 183, 8.78 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXXVI 18 
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und dann in jenes des Himoglobins iiberging, aber auBerdem war 
deutlich erster Streifen des Hamochromogens sichtbar. Bei weiteren 
Sodaausziigen war das Haimochromogenspektrum stirker. Die 
Praiparate enthielten also das Kathimoglobin. Sie lésten sich in 
60°/, igem salzhaltigem Alkohol beim Erwirmen unter Braun- 
werden, die heiBe Lisung besaB das Spektrum des alkalischen 
Hamatins, welches beim Erkalten in jenes des neutralen Himatins 
iiberging; gleichzeitig fiel ein rotbrauner Niederschlag aus. Diese 
Probe beweist aber nicht, daB die Priiparate das Kathimoglobin 
enthielten, da das Oxyhamoglobin durch Lésen in 60°/, igem salz- 
haltigem Alkohol besonders unter Erwiirmen in das Kathimoglobin 
iiberfiihrt wird. 

b) Die hamolytische Fliissigkeit wurde mit 1—11/, Volum 
Aceton gefillt. Der Niederschlag krystallisierte nicht und wurde 
weiter wie unter a) behandelt. Diese Priparate hatten analoge 
Kigenschaften, waren aber noch weniger léslich und enthielten 
wenig Oxyhimoglobin. 

B. Die himolytische Flissigkeit wurde mit Leuchtgas gesittigt. 

Wenn eine Probe dieser Lésung mit Wasser stark verdiinnt 
und mit einem halben Volum Aceton oder mit 3—5 fachem Volum 
60°/, igen Alkohols oder Acetons mit oder ohne Kochsalz vermischt 
wurde, nahm die Lésung bald einen Stich ins Rotbraun und bekam 
das Spektrum des neutralen Himatins. Die salzfreie Lésung wurde 
zuletzt farblos, die salzhaltige blieb gefarbt und behielt das Spek- 
trum des neutralen Himatins, das nach Zusatz von Schwefel- 
ammonium in jenes des Hiimochromogens tiberging. Der Nieder- 
schlag war in Wasser unldéslich, mit verdiinnter Soda wurde nach 
mehreren Stunden eine sehr schwache Lésung erhalten, welche 
undeutliches Spektrum besaB; nach Zusatz von Schwefelammonium 
wurde zuerst deutliches Oxyhimoglobinspektrum und dann ge- 
mischtes Spektrum des Himoglobins und Himochromogens sichtbar. 

Die mit Leuchtgas gesittigte Fliissigkeit wurde mit Aceton 
nach A. 2. a) und b) gefallt Im ersten Fall wurden zuerst 
Krystalle des Karboxyhimoglobins erhalten, die aber spiiter unter 
Kathimoglobinbildung zerfielen. 

C. Die himolytische Fliissigkeit wurde mit Kaliumferricyanid- 
lésung in Methimoglobin iiberfiihrt. 

Wenn eine Probe dieser Lisung mit Wasser stark verdiinnt 
und mit einem halben Volum Aceton oder mit 3—5 fachem Volum 
Alkohol oder Aceton vermischt wurde, verschwand unter Rotwerden 
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der Lésung das Spektrum des Methiimoglobins und erschien das 
Spektrum des neutralen Himatins; die Lésung triibte sich auBer- 
dem schneller als die Oxyhimoglobinlésung. Die Mutterlauge 
blieb, wenn Kochsalz zugegen war, gefirbt und behielt das Spek- 
trum des neutralen Himatins. Der Niederschlag war von orange- 
roter Farbe und enthielt das Kathimoglobin. 

Die Methaimoglobinlésung wurde mit Aceton eben gefillt, 
wozu aber schon weniger Aceton als zur Fillung der Oxyhimoglobin- 
lésung notwendig war. Der Niederschlag krystallisierte in braunen 
Krystallen, die aber auch unter Kathimoglobinbildung zerfielen. 

D. Defibriniertes Ochsenblut wurde: 

a) Mit 11/, Volum Aceton gefallt. Der Niederschlag wurde 
nach 3—12 Stunden filtriert und zur Beseitigung der Blutchloride 
mit Wasser durchgeriihrt und 3 mal mit Wasser dekantiert; das 
Waschwasser war gefirbt und besa daB Spektrum des neutralen 
Himatins mit schwachem Streifen des Methamoglobins. SchlieB- 
lich wurde der Niederschlag bei Zimmertemperatur getrocknet 
und pulverisiert. Das Pulver war in kaltem Wasser unldéslich, 
beim lingeren Kochen wurde eine braunrote, etwas opalisierende 
Lésung erhalten, die das Spektrum des neutralen Himatins besab; 
das Spektrum war aber verdunkelt und mit einem schwachen 
Streifen zwischen C und D, der dem Methimoglobin entsprach, 
begleitet. Nach Zusatz von Schwefelammonium wurde deutliches, 
aber verdunkeltes Spektrum des Hiimochromogens sichtbar. Das 
Priiparat war in ganz verdiinnter Sodalésung nur sehr allmihlich 
und gering léslich; die Lésung hatte undeutliches Spektrum des 
Oxyhiimoglobins, das nach Zusatz von Schwefelammonium zuerst 
sehr verstiirkt wurde und dann bald in etwas verdunkeltes Spek- 
trum des Himochromogens iiberging. Das Priparat enthielt also 
das Met- und Kathimoglobin. 

b) Mit Wasser und Natriumazetat versetzt, mit Essigsiure 
schwach ausgesiuert und durch kurzdauerndes Kochen koaguliert. 
Der Niederschlag wurde filtriert, zur Beseitigung der Blutchloride 
4mal mit Wasser dekantiert, getrocknet und pulverisiert. Das 
Priparat war in Wasser, auch bei langerem Kochen, unléslich, 
sehr allmiahlich und gering léslich in verdiinnter Sodalésung. 
Diese nach mehreren Stunden erhaltene sehr schwache Liésung 
besaB undeutliches Spektrum des Oxyhimoglobins, das nach Zu- 
satz von Schwefelammonium zuerst sehr verstarkt wurde und dann 
in jenes des Himoglobins iiberging. In salzhaltigem, 60°/, igem 
Alkohol war das Praparat bei Erwiirmen als Kathamoglobin ldslich. 
18* 
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c) Auf dem pordsen Tonteller bei Zimmertemperatur ge- 
trocknet und pulverisiert. Das Priiparat war in Wasser allmiihlich 
liéslich nnd enthielt das Oxyhimoglobin und ein wenig von Met- 
hiimoglobin. 

KE. Darstellung des aktiven Hiimatins. Die von den Stro- 
maten und Lipoiden befreite himolytische Lésung (S. 264) oder die 
von den Blutchloriden ausgewaschene blutkérperchensuspension 
oder defibriniertes Blut wurde mit 1'/, Volum Aceton gefiillt, 
der nach etwa 1/, bis 1 Stunde abfiltrierte, abgepreBte, zerriebene 
(und bei Verwendung von defibriniertem Blut von den Blut- 
chloriden befreite [S. 267] und mit Aceton entwisserte) Nieder- 
schlag wurde bald mit oxalsiiurehaltigem Aceton etwa '/, Stunde 
ausgezogen, der Auszug wurde mit Natriumacetatlésung gefiullt, 
der Niederschlag wurde filtriert und mit Wasser ausgewaschen. 
Um das Ausfillen des Farbstoffs wiihrend der Extraktion zu ver- 
hiiten, mubte 1500 bis 2000 ccm Aceton pro Liter Blut genommen 
werden. Wenn nur 1200 ccm Aceton und 36 g Oxalséure pro 
Liter Blut genommen wurde, begann der Farbstoff schon wihrend 
der Extraktion zu krystallisieren, so da schon der nach %/, Std. 
abtiltrierte Extrakt nur schwach gefarbt war; wenn der Auszug 
schon nach 20 Minuten abfiltriert und abgepreBt wurde, krystalli- 
sierte doch ein kleiner Teil des Farbstoffs aus diesem starken 
Auszug aus. Diese Krystalle waren denjenigen des Oxyhimin- 
anhydrides gleich, unléslich in Pyridin—Chloroform. 

b) Der Blutkérperchenbrei oder die himolytische lipoid- 
freie Fliissigkeit (S. 264) wurde mit Methylalkohol gefallt, der ab- 
filtrierte, abgepreBte und zerriebene Niederschlag wurde bald in 
Methylalkohoi suspendiert und die Suspension wurde mit methy]l- 
alkoholischer Kalilauge versetzt. Der kolierte, ausgepreBte und 
filtrierte Auszug wurde mit Kisessig schwach, aber deutlich an- 
gesiiuert, der Niederschlag wurde tiltriert und mit Wasser ge- 
waschen. 

II. Prifung der Aktivitat. 
A. Priifung mit der Ameisensiure. 


In etwa 80°/,ige Ameisensiiure wurden einzelne Priparate 
eingetragen, solange sie in Lésung gingen. Aus der geniigend 
konzentrierten Lisung fielen bald Krystalle aus. 

Der Prifung wurden a) frische, noch feuchte, b) lingere Zeit, 
bis 21 Tage, mit kaltem Wasser gewaschene, c) mit Wasser 2 bis 
8 Stunden gekochte, d) an der Luft bei Zimmertemperatur (bis 
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10 Wochen) getrocknete, e) im ‘T'rockenschrank bei 100° (bis 
12 Stunden) getrocknete Priipiirate unterzogen. 

Von den Himatinpriparaten krystallisierten bald und voll- 
stiindig nur die frischen Priparate. Je linger dieselben mit kaltem 
Wasser gewaschen waren, desto unvollstiindiger und undeutlicher 
war die Krystallisation, bis sie fast vollkommen (nach etwa § Tagen) 
ausblieb. Das zu lange dauernde Auswaschen der reaktivierten !) 
Priiparate mit Wasser war wahrscheinlich die Ursache der un- 
volistiindigen Aktivitiit derselben. Die mit Wasser gekochten 
Hiimatinpraparate verloren die Krystallisationsfihigkeit, je langer 
sie gekocht wurden: schon nach 3 stiindigem Kochen waren sie 
nur wenig aktiv. Die an der Luft bei Zimmertemperatur ge- 
trockneten Priparate verloren ihre Aktivitit, wie schon friiher 
berichtet wurde. 

Die unter A, B, © beschriebenen und Oxy-, CO-, Met- und 
Kathimoglobin enthaltenden Priparate krystallisierten alle aus 
80°/,iger Ameisensiure. Die frischen lipoidfreien Oxy- und Kat- 
himoglobinpriparate kénnten zur priiparativen Darstellung des 
Formylhimins ohne Umweg iiber das Oxyhimin dienen. Durch 
Trocknen bei Zimmertemperatur verloren diese Priiparate wiihrend 
10 Wochen nicht ihre Aktivitaét, nur waren sie langsamer léslich; 
dieselben lufttrockenen Praparate wurden bis 12 Stunden bei 100° 
ohne Verlust ihrer Aktivitit getrocknet. Durch Waschen mit 
kaltem Wasser verloren sie erst nach 8 Tagen teilweise ihre 
Aktivitit, bis nach etwa 3 Wochen dieselbe fast vollstindig ver- 
schwunden war. Durch Kochen mit Wasser verloren die Priparate 
nach 2—8 Stunden nicht ihre Krystallisationsfihigkeit, aber nach 
5—6 stiindigem Kochen krystallisierten sie nicht mehr deutlich. 

Die unter D beschriebenen Priiparate zeigten bei der Priifung 
ihnliches Verhalten wie die unter A—C angefiihrten Priparate, 
aber die Krystalle waren in den EKiweiSmassen eingeschlossen. 
Das unter D. b} beschriebene Priiparat verlor nicht seine Aktivitit 
durch Waschen mit kaltem Wasser. 


B. Priifung mit Eisessig. 


Kinzelne Priparate wurden in Hisessig eingegeben, solange 
sie unter Umschiitteln in Lésung gingen; erst aus der sehr kon- 
zentrierten Lésung fielen allmihlich ziemlich groBe, lange, rhombo- 
edrische Tafeln aus. Diejenigen Priparate, welche aus der 


) Diese Zs. Bd. 183, S. 271 (1929). 
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Ameisensiure krystallisierten, gaben auch, aber langsamer, Kry- 
stalle mit Kisessig. Fir priparative Darstellung des Acetylhamins 
ohne Umweg iiber das Oxyhimin kénnten lipoidfreie Oxy- und 
Kathiimoglobinpriiparate dienen. 


C. Prifung mit Ameisensiure und Eisenpulver. 


Alle aktiven Praparate gaben mit 95°/,iger Ameisensiure 
und Kisenpulver das Protoporphyrin und zwar nicht nur in der 
Kilte, wie es die inaktiven Priparate tun, sondern auch beim 
Kochen. Fiir priparative Darstellung des Protoporphyrins kénnten 
die Oxy- und Kathimoglobinpriparate dienen. 


D. Priifung mit methylalkoholischer Kalilauge. 


Alle Priparate waren in methylalkoholischer Kalilauge lés- 
lich, aber die frischen Priiparate wurden schneller gelést als die 
trockenen. Wenn die filtrierte Liésung mit Eisessig schwach, aber 
deutlich angesiuert wurde, konnte aktives oder reaktiviertes Oxy- 
hiimin erhalten werden. Wenn dieselbe Lésung mit festem KOH 
versetzt wurde, krystallisierte der Farbstoff als Oxyhaminkalium 
aus. Dieses Verfahren kénnte zur Darstellung des Oxyhimin- 
kaliums ohne Umweg iiber das Oxyhimin dienen. 


Zusammenfassung. 


1. ,Aktives Himatin“ wird nicht nur durch Trocknen, son- 
dern auch durch Kochen mit Wasser und auch durch langdauern- 
des Waschen mit kaltem Wasser inaktiviert. 

2. Wenn eine Oxy-, Carboxy- oder Met-Hamoglobinlésung mit 
Aceton bei entsprechenden Konzentrationen gefallt wird, werden 
zuerst Krystalle der angefiithrten Farbstoffe erhalten; diese Kry- 
stalle zerfallen weiter unter Kathiimoglobinbildung. 

3. Das Oxy-, Carboxy-, Met- und Kat-himoglobin verliert 
nicht durch Trocknen die Fahigkeit, aus der Ameisen- oder Kssig- 
siiure zu krystallisieren. 














Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XXVI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1929.) 


1. Uber die Lacton-lactam-dicarbonsaure C,,H,,NO, 
(Biliobansaure-lactam). 


Vor kurzem haben wir iiber die Clemmensen-Reduktion 
der Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,.NO,, die leicht durch Ab- 
spaltung der Oximgruppe aus Biliansiure-oximlactam (Formel J), 
dem Umlagerungsprodukt des Biliansiure-dioxims, erhalten werden 
kann, berichtet.!) Es lieBen sich zwei krystallisierte Reduktions- 
produkte isolieren, von deuven das eine in seinen Kigenschaften 
die gréBte Ahnlichkeit mit Desoxybiliansiiure-lactam (Formel II) 
zeigte und mit ihm identisch sein diirfte, wenn auch im Drehungs- 
vermégen ein Unterschied festzustellen war, den wir auf eine 
kleine, dem Reduktionsprodukt anhaftende Verunreinigung zu- 
riickgefiihrt haben. Der zweite bei der Reduktion gewonnene 
Korper, dem die Formel C,,H,,NO, zukommt, wurde auf Grund 
von Titrationen als eine Lacton-dicarbonsiiure angesprochen, aller- 
dings hatten die Titrationen wenig befriedigende Werte ergeben. 
Wir haben jetzt den Stoff von neuem dargestellt und untersucht 
und bei der acidimetrischen Bestimmung unter etwas abgeiinderten 
Bedingungen besser stimmende Ergebnisse erzielt, d. h. einen 
Verbrauch von zwei bzw. drei Aquivalenten NaOH festgestellt. 
Ks kann daher keinem Zweifel unterliegen, da’ der Kérper 
C,,H,,NO, durch die schon in der vorigen Mitteilung aufgestellte 
“trukturformel IIL zum Ausdruck kommt. Die Verbindung 


') Diese Zs. Bd. 185, S. 183 (1929). 
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C,,H,,NO, laBt sich, wie friiher bereits erwaihnt wurde, in einen 
anderen Stoff umwandeln, der sich von ihr sofort durch die 
Krystallform unterscheidet, aber die gleiche Zusammensetzung 
wie sie besitzt und sich auch in sie zuriickverwandeln laiBt. Wir 
haben in der Zwischenzeit die wechselseitige Umwandlung der 
beiden ,,Modifikationen“ etwas niiher untersucht und ferner er- 
mittelt, daB beide bei der Titration sich ganz gleich verhalten. 

Zu einem Kérper von der Strukturformel IJ] muBte man 
auch, ausgehend von Biliobansiiure, die als eine Lacton-keto- 
dicarbonsiure von der Formel IV anzusprechen ist'), durch Oxi- 
mieren und Beckmann-Umlagerung des Oxims gelangen kénnen, 
vorausgesetzt, daB bei dieser Umwandlung der Eintritt des Stick- 
stofis in den Ring II an derselben Stelle sich vollzog, an der die 
NH-Gruppe im Biliansiiure-oximlactam (I) sich befindet. Wir 
haben deshalb diesen Versuch ausgefiihrt und dabei in der Tat 
ein Produkt erhalten, das mit dem Ké6rper III identisch ist. Als 
Beweis fiir die Identitiét ist ganz besonders die Tatsache an- 
zusehen, daB auch das Umlagerungsprodukt in denselben beiden, 
ineinander iiberfiihrbaren Formen existiert, die bei der durch 
Reduktion aus Biliansiure-oximlactam gewonnenen Verbindung 
beobachtet wurden. Worauf der Unterschied der beiden Formen 
beruht, lassen wir dahingestellt. Es liegt nahe, an Diastereomere 
zu denken und den Unterschied in einer verschiedenen rium- 
lichen Gruppierung der Liganden am C-Atom 1 (Formel III) zu 
suchen, weil es sich hier um eine R(R,)CH-Gruppe, die in 
«-Stellung zu einer CO-Gruppe steht, handelt.?) Aber auch eine 
andere Deutung erscheint nicht ausgeschlossen. Es sei daran 
erinnert, daB auch sonst bei y-Lactonen noch ungeklirte Fiille 
von ,,Vimorphie* vorkommen.*’) Etwas Ahnliches wie beim Um- 
lagerungsprodukt liegt iibrigens vielleicht auch bei der Bilioban- 
siure selbst vor, die nach H. Wieland und L. Fukelmann‘* 
in zwei verschiedenen Formen krystallisiert und ,dimorph zu 
sein scheint“. 

Aus unseren Versuchen geht also hervor, daB die Erweiterung 


1) A. Windaus u. A. van Schoor, Diese Zs. Bd. 157, S. 177 (1926): 
W. Borsche u. R. Frank, Chem. Ber. Bd. 59, 8. 1748 (1929). 

2) Vel. A. Windaus, Nachr. d. Ges. d. Wissensch. zu Gottingen, 
math.-phys. KI., 1925, S.159; W. Hiickel, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 39, 
S. 842 (1926). 

3) Vgl. E. Ott, Chem. Ber. Bd. 62, S. 2685 (1929). 
‘) Diese Zs. Bd. 180, S. 148 (1923). 
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des Ringes II bei der Umlagerung des Biliobansiiure-oxims sich 
in demselben Sinne vollzieht, wie bei der Umlagerung des Bilian- 
siure-dioxims und des Desoxybiliansiure-oxims, d.h. in allen 
3 Fallen ist die Stellung des Stickstoffs in Ring II die gleiche, 
wenn sich auch noch nicht hat feststellen lassen, auf welcher 
Seite der benachbarten CO-Gruppe er sich befindet. 


C: NOH 
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2. Uber die Einwirkung von Salpetersdure auf Biliobansaure-oxim. 


In friiheren Untersuchungen?!) haben wir uns mit dem Studium 
der Kinwirkung von Salpetersiiure auf verschiedene Ketoximsauren 
aus der Gruppe der Gallensiiuren beschiftigt und zwar wurden 
solche Oxime, die die Oximgruppen an den C-Atomen 3,7 und 
12 tragen?), gepriift. Es wurden im Verhalten dieser verschiedenen 


) 19.—24. Mitt. in den Binden 175, 176, 177, 180, 181, 183 dieser Zs, 


(1928—1929), 





*) Vgl. z. B. Formel IV in Bd. 181, S. 187 (1929) dieser Zs. 
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Gruppen bemerkenswerte Unterschiede beobachtet. Soweit die 
Reaktionsprodukte in reiner, krystallisierter Form erhalten und 
untersucht wurden, lieB sich feststellen, daB die Oximinogruppe 
an ©? einfach abgelést und durch Sauerstoff ersetzt wird; die 
NOH-Gruppe an C* spaltete sich in einem Falle auch ab unter 
gleichzeitiger oxydativer Ringsprengung, in einem anderen Falle fand 
Ringsprengung statt und es bildeten sich dabei eine Carboxyl- 
gruppe und eine Hydroxamsiuregruppe aus. Abweichend von den 
beiden anderen Oximgruppen gab die NOH-Gruppe an C!? Anlag 
zur Entstehung blaugefarbter Nitrosoverbindungen bzw., bei 
langerer Kinwirkung der Salpetersiure, farbloser Nitrokérper. Vom 
Biliobansiure-oxim, das ja die NOH-Gruppe an C’ (Formel IV) 
trigt, konnte man erwarten, dab es unter dem HinfluB der Sal- 
petersiiure durch einfache Abspaltung der NOH-Gruppe Bilioban- 
siure lieferte. Das ist nun tatsichlich der Fall, wider Erwarten 
trat aber voriibergehend eine deutliche Griinfairbung der Lésung 
auf und es lieB sich auch, solange diese Firbung bestand, mit 
Wasser ein hellgriingefirbter Stoff ausfillen, den wir aber noch 
nicht in reinem Zustand erhalten haben. Anscheinend handelt 
es sich um eine wenig bestandige Nitrosoverbindung, wobei es dahin- 
gestellt bleiben muB, ob eine Vorstufe der Biliobansiiure vorliegt 
oder ob eine andere, nebenher verlaufende Reaktion sich abspielt. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Die Bereitung der Biliobansiure geschah im wesentlichen 
nach der Pringsheimschen Methode in der Abanderung, die ihr 
H. Wieland und L. Fukelman?) gegeben haben. Biliobansiure- 
oxim, das bereits von H. Wieland und L. Fukelman hergestellt 
und beschrieben wurde, bereiteten wir wie folgt. 1 g Bilioban- 
siiure wurde mit 1 g Hydroxylaminchlorhydrat und 9 ccm 10°/, iger 
Natronlauge 2 bis 3Stunden auf dem Dampfbad erhitzt und die 
Liésung am folgenden Tage mit 10°/,iger Essigsiure gefillt. 
Nach ein- oder mehrstiindigem Stehen wurde die Fiallung ab- 
gesaugt, mit 1°/ iger Essigsdure gewaschen, anfangs bei gewohn- 
licher Temperatur auf Ton, spiter bei etwa 80° getrocknet, fein 
zerrieben und direkt fiir die weiteren Versuche verwendet. Die 
Umlagerung des Oxims vollzog sich in der iiblichen Weise unter 
Verwendung von starker Schwefelsiure (Mischung von 20 ccm 
H,O mit 105 ccm reiner H,SO,) als Umlagerungsmittel. 1g Oxim 


—— 


') Diese Zs. Bd. 180, S$. 144 (1923). 
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brachte man mit 12 ccm Schwefelsiure zusammen und erhitzte 
das Gemisch 15 Minuten lang auf dem Dampfbad. Dabei ging 
allmihlich alles in Lésung und die Fliissigkeit nahm eine rot- 
braune Farbe an. Nach dem Erkalten goB man die Lésung in 
Wasser, das man mit zerkleinertem Eis versetzt hatte. Die eut- 
standene Fallung, die auch nach lingerem Stehen nur undeutlich 
krystallinische Beschaffenheit (kleine kugelige oder nicht gut als 
solche zu erkennende, polyedrische Gebilde) zeigte, wurde abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen und aus Wasser unter Zugabe von Kis- 
essig umkrystallisiert. Beim Erkalten und Stehen der Lésung 
schieden sich gut ausgebildete, kurze, prismenférmige Krystalle 
aus, die mitunter rosettenartig angeordnet waren. Bisweilen waren 
sie stark verkiirzt, so daB sie den Eindruck von polyedrischen 
Gebilden machten, manchmal indessen auch linger, mehr nadel- 
formig, immer aber im Gegensatz zu den unten erwiihnten, feinen, 
verfilzten Nadeln von derber Beschaffenheit. Auch weniger gut 
ausgebildete Krystalle, die mehr keil- oder keulenférmig aussahen, 
waren zu beobachten. Jedenfalls glich diese Form, die wir im 
folgenden mit ,Form B*“ bezeichnen wollen, durchaus den in 
unserer letzten Mitteilung') beschriebenen ,,derben Prismen“ und 
zeigte auch im Schmelzréhrchen das gleiche Verhalten wie diese: 
Zersetzung oberhalb 300°, unscharf bei etwa 306°. 

Fiir Analyse und Titration trocknete man das Umlagerungsprodukt 
bei 120°. 

0,1101 g Substanz gaben 0,2576 g CO,, 0,0807 g H,O. 

0,1492 ¢ - lieferten 4,15cem N bei 16° und 751,2 mm Hg. 
C,,H,,NO, Ber. 64,11°/, C 7,859, H = 8,12°/, N 

Gef. 63,83 8.20 8,25 

Bei der direkten Titration (Substanz in 20cem Alkohol aufgeschwemmt 
und mit n/10-NaOH titriert, Phenolphthalein) gingen die letzten Anteile 
des Stoffes nur schwierig in Lésung und muB8ten mit dem Glasstab zerdriickt 
werden, daher dauerte die Bestimmung etwas lang und gab etwas zu hohe 
Werte. (Das gleiche gilt auch fiir die anderen in dieser Mitteilung unter 
1. angefiihrten, direkten Titrationen). 

0,1520 g Substanz verbrauchten 6,9 ccm n/10-NaOH. 

C,,H;;NO, Ber. zweibasisch: 20,03°/, COOH Gef. 20,43°%, COOH. 


Fir die indirekte Titration léste man das Material in iiberschiissiger 
n/10-NaOQH dergestalt, daB der Uberschu8 iiber die zur Absiittigung von 
3 Carboxylgruppen erforderliche Menge 10 cem betrug, und titrierte die 
Lésung, nachdem sie etwa 24 Stunden im gut verschlossenen Gefa8 bei 
Zimmertemperatur gestanden hatte, mit n/10-HCl zuriick. 


') Diese Zs. Bd. 185, S. 191 (1929). 
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0,1175 g Substanz verbrauchten 7,71 ccm n/10-NaQOH. 

C,,H,,NO, Ber. dreibasisch: 30,05°/, COOH Gef. 29,54°/, COOH. 

Wie aus Obigem hervorgeht, erhielt man also bei der Um- 
lagerung des Biliobansiiure-oxims das Lactam in Gestalt der ,,derben 
Prismen® (form B), im Gegensatz hierzu war die Verbindung 
(,,H,,NO, bei der Reduktion der Ketolactamtricarbousiiure 
C,,H,,.NO, in einer anderen Form gewonnen worden, die, da sie 
zuerst beobachtet wurde, als ,,form A“ bezeichnet werden soll. 
Diese ist auf S. 190 unserer letzten Mitteilung beschrieben worden: 
diinne Nadeln, die zu Biischeln oder Garben zusammengelager 
sind, oder Filzwerk von haarfeinen, gebogenen Nadeln. Sie 
waren durch Umkrystallisieren (aus Wasser) der aus dem kochsalzge- 
siittigten Filtrat bei zweitiigigem Stehen spontan sich ausscheidenden 
Masse erhalten worden. In dieser freiwillig sich ausscheidenden 
Masse, die in ihrem Aussehen der Form A sehr dhnlich ist, liegt 
iibrigens, wie sich bei einer Nachpriifung ergeben hat, nicht diese 
Horm A selbst vor, sondern ein Chlorhydrat von A oder eventl. 
ein Gemisch yon A mit seinem Chlorhydrat, auch sind in dieser 
Masse vereinzelte Krystalle von B enthalten. Form A liBt sich 
in der auf 8.190 und 191 (a.a.0.) angegebenen Weise in B iiber- 
fiihren (vgl, auch unten). Umegekehrt vollzieht sich die Riick- 
verwandlung von B in A beim wiederholten EKindampfen von B 
mit 25°/, iger Salzsiiure (S. 191 a.a.Q). Auch hier hat eine 
niihere Prifung ergeben, dab sich unter der Kinwirkung der Salz- 
siiure zuniichst das Chlorhydrat von A bildet, das dann durch 
Umkrystallisieren aus Wasser in die lorm A selbst verwandelt 
werden kann. Ubrigens muB das EKindamptfen mit Salzsiure oft 
wiederholt werden, wenn die Uberfiihrung von B in A einiger- 
maBen vollstiindig sich gestalten soll. Bequemer ist daher das 
folgende Verfahren: 0,5 g der ,,derben Prismen“ (B) werden mit 
50cem 25°), iger Salzsiiure bei Zimmertemperatur zusammen- 
gebracht, es geht dabei alles, wenn auch langsam, in Lésung. 
Die klare Fliissigkeit kocht man zwei Stunden am RiickfluBkiihler. 
Beim Erkalten und Stehen bildet sich ein Krystallbrei, der aus 
schénen langen farblosen Nadeln besteht. Sie werden nach einiger 
Zeit abgesaugt, mit 25°/, iger Salzsiure gewaschen, gut abgepreBt 
und getrocknet. Es liegt in ihnen in reichlicher Ausbeute das 
Chlorhydrat von A vor, das aus 20°/, igcr Salzsiiure umkrystallisiert 
werden kann; ja auch aus heiBem Wasser, wenn nicht zuviel 
Losangsmittel genommen wird und das Chlorhydrat nicht getrocknet 
worden war, scheidet es sich im wesentlichen als solches aus. 
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Will man die chlorfreie Form A erhalten, so muB das Umkrystalli- 
sieren des getrockneten Hydrochlorids aus einer reichlichen Menge 
Wasser geschehin (auf 0,1 g Substanz etwa 380 ccm H,O). Ks 
ist zweckmabig, die beim Erkalten sich ausscheideiden_ ,,ver- 
filaten Nadeln“ (A) nach kurzer Zeit (45 bis 60 Minuten) abzusaugen 
(gutes Auswaschen mit Wasser); wartet man linger, so kinnen 
sich unter Umstiinden vereinzelte ,derbe Prismen* mit ausscheiden, 
die wohl beim Kochen mit der groben Wassermenge aus A ent- 
standen sind. 

In der eben skizzierten Weise wurden auch die ,derben 
Prismen“ des bei der Umlagerung von Bilobansiiure-oxim  er- 
haltenen Koérpers in die ,,verfilzten Nadeln* iibergefiihrt, die in 
ihrem Verhalten durchaus der Form A des Reduktionsproduktes 
elichen und auch denselben Zersetzungspunkt (etwa 306") wie 
diese aufwiesen. In dem Zersetzungspunkt zeigten also die beiden 
Formen A und B (vgl. 8S. 275) keinen Unterschied, es ist aber 
darauf hinzuweisen, daB die Zersetzung ganz unscharf oberhalb 
300° sich vollzieht, so daB weder im einen, noch im anderen 
Falle ein bestimmter Punkt mit Sicherheit angegeben werden 
kann. Fiir Analyse und Titrationen trocknete man die aus dem 
Umlagerungsprodukt des Biliobansiiure-oxims gewonnenen ,,ver- 


filzten Nadeln* bei 120°. 
0,1195 g Substanz gaben 0,2803 g CO,, 0,0882 g H,O. 


0.1576 g " licferten 4,3 com N bei 14° und 762,4 mm Hg. 
C,,H,;NO, Ber. 64,11°/, C 785°, H  —-3,12°/, N 
Gef. 63,99 $,26 3,26 


Die Titrationen (I. direkt, II indirekt) wurden in genau derselben 
Weise ausgefiihrt, wie auf 8. 275 beschrieben. 
I, 0.0964 g¢ Substanz verbrauchten 4,36 cem n/10-NaOH. 
If. 0,1007 g ii " 6,62 eem 
C,,H,,NO, Ber. zweibasisch: 20,03°/, COOH, dreibasisch: 30,05°/, COOH. 
Gef. I. 20,36 II. 29,59°/, COOH. 


Wihrend die Uberfiihrung von B in A durch Kochen mit 
Salzsiure usw. sich leicht vollzieht, stéBt man bei der Umwand- 
Jung von A in B nach dem frither angegebenen Verfahren auf 
Schwierigkeiten, insofern es meist nicht gelingt, eine einheitliche 
Krystallisation der Form B zu erzielen. Wir haben zwar in 
einem Falle die reine Form B erhalten, indem wir 0,66 g¢ A in 
5 com 10°/, iger Natronlauge und 100 ccm H,O lésten, die Lésung 
kurze Zeit aufkochten, dann 40+) com Wasser und 4 cem 25°), iger 
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Salzsiiure hinzugaben und die klare Fliissigkeit bei Raumtempe- 
ratur sich selbst iiberlieBen. Es schieden sich ganz allmahlich 
einheitliche ,,derbe Krystalle“ aus, die nach 2—8 Tagen abge- 
saugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet wurden (Ausbeute 
0,42 g.. Meist aber erhielten wir nach dem gleichen Verfahren 
Gemische von A (bzw. des Chlorhydrates von A) und B, in denen 
mitunter sogar nur vereinzelte Krystalle von B zu_ erkennen 
waren, ohne dab wir hierfiir eine sichere Erkliarung geben kénnten. 
Auch als wir statt mit Salzsfure mit Schwefelsiiure ansiuerten, 
finderte sich das Bild nicht. Wir haben deshalb zur Umwand- 
lung von A in B eine andere Methode (Erhitzen mit Eisessig’, 
auf die schon in der letzten Mitteilung kurz hingewiesen wurde, 
benutzt. 0,3 ¢ A wurden mit 30 ccm Hisessig 1 Stunde lang am 
RiicktluBkiihler gekocht; aus der klaren Loésung kam beim Er- 
kalten zum groben Teil A unveriindert wieder heraus. Beim Ein- 
engen des Filtrates schied sich noch eine weitere kleine Menge 
von Nadeln aus, das Filtrat von diesen gab beim Verdiinnen mit 
Wasser eine Triibung und beim Stehen resultierten ,derbe Kry- 
stalle* neben vereinzelten Nadelbiischeln. Reinigung der derben 
Krystalle durch Umkrystallisieren aus Wasser + Eisessig. Voll- 
stiindiger erfolgte die Umwandlung von A in B, als man 0,4 g A 
mit 40 ccm E:sessig 5 Stunden lang kochte und die auch nach 
dem Erkalten klar bleibende Lésung zur Trockne brachte. Den 
Riickstand krystallisierte man wieder aus Wasser + Eisessig um. 
Ks scheint dies der beste Weg fir die Uberfiihrung von A in B 
zu sein. EKrwiihnt sei auch, daB wir — ohne Erfolg — versuchten, 
A (0,! g) durch Erhitzen mit Umlagerungsschwetelsiiure (vgl. oben 
S. 274; 2 ccm, 15 Minuten Dampfbad) in B umzuwandeln; die 
klare, nur wenig gefirbte Lésung wurde mit Eiswasser verdiinnt, 
worauf sich allmiihlich die unverainderte Form A in Nadeln abschied. 

Nachstehend geben wir noch die ‘Titrationen, die wir mit 
der bei der Clemmensen- Reduktion aus Biliansiure-oximlactam 
erhaltenen Verbindung C,,H,,NO, ausgetiihrt haben. Trocknen 
bei 120°, I. und II. direkt, II]. und IV. indirekt (vgl. S. 275), 
I. und III.: Form A, II. und 1V.: Form B. 


I. 0,1083 g Substanz verbrauchten 4,95 cem n/10-NaQOH. 


Il. 0,109% g ie " 4,95 ecm - 
Ill. Ol171g - - 7,85 cem - 
IV. 0,1266 ¢ - - 8,40 cem - 


C,,H,,NO, Ber. zweibasisch: 20,03°/, COOH, dreibasisch: 30,05°/, COOH. 
Gef. I. 20,57, II. 20,29, IIT. 30,18, IV. 29,879, COOH. 
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2. 0,8 g Rohoxim (vgl. S. 274) brachte man mit 4 com HNO, 
D. 1,4) zusammen, beim Schiitteln ging allmihlich alles in Lésung. 
Die Flissigkeit nahm beim Stehen bei Zimmertemperatur unter 
geringer Gasentwicklung eine deutliche Griinfirbung au, die nach 
etwa 1—2 Stunden ihr Maximum erreichte. Spiiter ging die Fiir- 
bung in Olivgriin und dann in Braungelb iiber. Nach 48 Stunden 
begann allmahlich die Ausscheidung einer farblosen,  bliittrig- 
krystallinischen Masse, die am folgenden T'age (also nach ins- 
gesamt 72 stiindiger Dauer des Versuchs) abgesaugt, mit wenig 
Salpetersiure gewaschen, gut abgepreBt und getrocknet wurde. 
Ausbeute 0,3 g. Andere Ansiitze gaben geringere Ausbeuten, 
trotzdem etwas weniger Salpetersiure verwendet worden war. 
Das trockne Rohprodukt krystallisierte man aus 50°/, igem Al- 
kohol um und erhielt auf diese Weise schéne farblose Nadeln. 
Sie erwiesen sich als stickstofffrei, zersetzten sich bei 303° und 
lieferten bei der Analyse (Trocknen bei 120°) Werte, die auf 
Biliobansdure stimmten. 

0,1150 g Substanz gaben 0,2779 g CO,, 0,0834 g H,O. 


0,1187 g ‘ ,  0,2882 g CO,, 0,0856 g H,O. 
©,,i,,0, Ber. 66,33°/, C 7,89°/, H 
Gef. 65,93 66,24 8,12 8,07 


Die Titrationen (I. direkt, II. indirekt) wurden, wie auf S, 275 be- 
schrieben, ausgefiihrt, die indirekte Probe stand 48 Stunden. 


I. 0,1155 g Substanz verbrauchten 5,26 eem n/10-NaQH. 

II. 0,1111g “ ss 7,56 ecm ‘ 

C,H,,0, Ber. zweibasisch: 20,72°/, COOH, dreibasisch: 31,09°), COOH. 
Gef. I. 20,50, IT. 30,63°/, COOH. 

Das salpetersaure Filtrat von der spontanen Ausscheidung 
des Reaktionsproduktes gab auf Zusatz von Wasser eine farb- 
lose Fallung, die, aus 50°/, igem Alkohol umkrystallisiert, Nadeln 
lieferte und wohl im wesentlichen noch aus Biliobansiiure bestand. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Berichtigung. In der 25. Mitteilung zur Kenntnis der Gallensiiuren, 
Diese Zs. Bd. 185, S. 183 (1929), muB es auf S. 189, Zeile 14 v. o. statt 
40°/, iger Salzsiure heiBen: 40 cem 25°/, iger Salzsiinre. 
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Berichtigung. 
Von 


Claes Hommerberg. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Dezember 192%.) 


Nachdem meine Arbeit ,Zur Kenntnis der Spezifitiit tierischer Phos- 
phatase’) im Druck erschienen ist, bin ich auf ein bedauerliches Versehen 
aufmerksam gemacht worden, das mir beim Niederschreiben dieser Arbeit 
unterlaufen ist. Das von mir untersuchte Priiparat von Hexosemonophosphor- 
saurem Ba, dessen Drehung zu |[@|p = + 6,5° angegeben wurde, zeigt tat 
siichlich eine Drehung von [e@]p) = + 27,8°. 

Hierzu muB noch bemerkt werden, daB das von mir benutzte Priparat 
von Hexosemonophosphorsiure also nicht den reinen Robison- Ester car- 
stellt. Die hohe Drehung kann mdéglicherweise durch eine Verunreinigung 
von Trehalosephosphorsiiureester (Robison) bedingt sein. 


') Diese Zs. Bd. 185, 8S. 123 (1923). 
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Fig. 2. Haimoglobin des Menschen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LOXXXVI. Tafel II. 


Zu ,,Felix Haurowitz, Zur Chemie des Blutfarbstoffes.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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